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RESUMEN 
 
España es uno de los principales países productores y exportadores de productos 
hortofrutícolas en la Unión Europea. Esto es en gran medida a la importancia que tiene 
este sector productivo en varias comunidades autónomas, donde tiene un puesto 
destacable la Región de Murcia. No obstante, este sector tiene que competir con otros 
países, sobre todo del arco Mediterráneo, donde pueden conseguir precios más bajos, 
aunque la calidad y seguridad de estos productos sea significativamente inferior. Por 
ello, es muy importante avanzar en la tecnología de envasado y conservación de frutas y 
hortalizas, para diferenciar todavía más la calidad y vida útil de estos productos frescos 
frente a la competencia, haciendo un especial hincapié en la mejora de su calidad 
microbiológica y organoléptica, y en su seguridad alimentaria. 
Estos productos frescos son altamente perecederos, cuya calidad puede disminuir 
rápidamente a medida que pasan los días, debido principalmente al desarrollo de la 
actividad microbiológica de bacterias y hongos, y en algunos casos, por la liberación de 
etileno, una hormona que fomenta la maduración de los frutos. La incorrecta 
manipulación postcosecha, como la ruptura de la cadena de frío o el uso de envases 
inadecuados, pueden dar como resultado grandes pérdidas económicas postcosecha 
debidas, sobre todo, al desarrollo de la microbiología típica alterante de estos productos. 
Además, se pueden encontrar microorganismos patógenos en frutas y verduras frescas, 
debido a que son productos que se consumen prácticamente sin procesar o solamente 
lavados. Esta microbiología patógena y alterante puede aparecer durante las etapas de 
recolección, postcosecha y conservación. 
Durante la manipulación postcosecha de las hortalizas frescas y antes del envasado, se 
lleva a cabo un tratamiento de descontaminación superficial utilizando agua clorada u 
otros agentes desinfectantes. Esta es la única etapa donde se puede reducir el número 
de microorganismos patógenos y causantes del deterioro de estos productos. Este 
lavado de descontaminación superficial, normalmente reduce la carga microbiana 
solamente en una unidad logarítmica. Además, como no se trabaja en ambiente 
ultralimpio, suele producirse una recontaminación de los productos, normalmente por 
hongos procedentes del aire y de las superficies de los equipos de manipulación. Por 
tanto, es interesante considerar un sistema de envasado que controle la proliferación de 
la carga microbiana en estos productos.  
Por ello tiene de gran interés el desarrollo de nuevas tecnologías de envasado activo 
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antimicrobiano que satisfagan las demandas de los consumidores en cuanto al uso de 
agentes antimicrobianos naturales y que mejoren, a su vez, la seguridad alimentaria. 
Los plásticos sintéticos son materiales muy empleados para la fabricación de envases 
para frutas y hortalizas, puesto que estos presentan buenas propiedades que 
contribuyen a la protección del alimento y permiten ver el mismo por su transparencia. 
Pero estos plásticos tienen el inconveniente de estar constituidos por polímeros no 
biodegradables derivados del petróleo. Esto implica que tienen una gran persistencia en la 
naturaleza, manteniendo sus características, durante varias décadas una vez que son 
vertidos, lo cual constituye un serio problema medioambiental. Como consecuencia de 
esta problemática medioambiental, el uso de envases de cartón corrugado se presenta 
como una alternativa importante al uso de plásticos, debido sobre todo a que tienen 
buenas propiedades mecánicas que se adaptan muy bien a los envases que se 
necesitan para la conservación y transporte de frutas y hortalizas frescas. Además, los 
envases de cartón son menos perjudiciales para el medio ambiente y más económicos 
que los plásticos. 
Los procedimientos habituales de envasado de este tipo de productos en cajas de cartón 
sin carácter activo, aunque se mantenga una temperatura y humedad relativa (HR) 
adecuada de conservación del producto, no permiten extender mucho la vida útil ni 
asegurar la ausencia de podredumbres ni de microorganismos patógenos. Esta es la 
razón por la que se propone una solución tecnológica avanzada de envase activo de 
cartón con el objetivo de poder alargar la vida útil de frutas y hortalizas frescas, y de 
mejorar su seguridad alimentaria. 
La solución que se propone consiste en el desarrollo de un envase activo de cartón que se 
caracteriza porque al menos una de sus caras internas posee un recubrimiento activo 
antimicrobiano que comprende una emulsión en base agua de un compuesto polimérico 
que incluye complejos de inclusión formados por ciclodextrinas (CDs) y aceites 
esenciales (AEs), y/o nanotubos de halloysita (HNT) con AEs, o componentes de éstos, 
o una mezcla de ambos. Las sustancias antimicrobianas que se proponen son AEs que 
pueden utilizarse solos, o mediante combinación de los mismos, los cuales se liberan 
por evaporación cuando el envase es almacenado en condiciones de elevada HR, 
ejerciendo su acción antimicrobiana sobre los microorganismos presentes en la 
superficie del producto envasado. 
En esta tesis se ha desarrollado y validado, a escala de planta piloto y a nivel industrial, 
un prototipo de envase activo de cartón con actividad antimicrobiana y de control de 
etileno, que incluye agentes naturales encapsulados, para el envasado a granel de 
tomates y pimientos frescos, aumentando su vida útil, la calidad y seguridad alimentaria.  
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Este tipo de envase desarrollado se ha evaluado como un sistema de envasado capaz 
de prolongar la vida útil de productos frescos, como son el tomate y el pimiento. La 
liberación controlada de los vapores de los AEs durante la conservación, a una 
determinada temperatura y HR, permite el control de la pérdida de la calidad de estos 
productos frescos debido a que los AEs ejercen una acción antimicrobiana impidiendo 
el desarrollo de microorganismos alterantes que provocan podredumbres en los frutos, 
además de obtener una mejora en la calidad sensorial. 
Durante la conservación de tomates y pimientos frescos se realizaron determinaciones 
microbiológicas, fisicoquímicas (sólidos solubles, pH y acidez titulable). También se 
estudió la firmeza de los frutos y su calidad sensorial, así como el porcentaje de frutos 
podridos y la determinación de residuos de AEs sobre la superficie del fruto, como en el 
envase.  
Durante todo el estudio se observó que los frutos almacenados en envases de cartón 
activo presentaron un menor porcentaje de frutos podridos con respecto a los frutos 
almacenados en envases de cartón no activo, al final de su vida útil. Produciéndose una 
reducción de hasta el 14% de frutos defectuosos envasados en cajas activas. 
Por otro lado, en cuanto a la calidad sensorial, los frutos mejor evaluados fueron 
aquellos que se envasaron en sistema activo frente a los que se envasaron en sistema 
no activo. Sin embargo, ni la calidad microbiológica ni fisicoquímica, del fruto, se vieron 
afectadas independientemente del tipo de envase estudiado. 
Summary 
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SUMMARY 
 
Spain is one of the main producers and exporters of fruit and vegetables in the 
world. In fact, this sector has a high importance in the Region of Murcia and other 
places of Spain. Nevertheless, many other countries produce such horticultural 
products with lower prices and quality. In order to consolidate, and even improve, 
the actual situation of this sector it is necessary to preserve the product quality 
using advanced technologies of packaging and preservation extending the shelf 
life of these fresh products. Such advances may allow to obtain a more 
competitive product against the other producer countries. Furthermore, it is 
crucial to ensure the food safety, while ensuring the highest microbiological and 
organoleptic quality. 
Horticultural fresh products are highly perishable being their quality reduced 
during postharvest storage mostly due to microbial growth (mainly bacteria and 
fungi), and other physiological processes such related to senescence like the 
production and effects of ethylene, which is known as the ripening hormone. Non-
adequate post-harvest techniques like inadequate refrigerated storage (e.g. not 
controlled relative humidity (HR), etc.) or inappropriate packaging, can result in 
high postharvest economic losses due to the microbial growth of spoilage 
microorganisms. Moreover, pathogenic microorganisms can be detected in fresh 
vegetables that are minimally processed. The origin of microbial cross-
contamination may be originated during harvesting, post-harvesting or 
conservation periods. 
During postharvest handling of fresh vegetables before packaging, surface 
decontamination treatment is carried out using chlorinated water or other 
sanitizing agents. This processing stage is crucial to minimize microbial loads of 
the product. Such surface decontamination using sanitizing washings normally 
reduces microbial loads less than one logarithmic unit. In addition, since 
horticultural products are not usually processed under an ultra-clean 
environment, they are usually decontaminated with fungi from the air and the 
Summary 
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surfaces of the handling equipment. Accordingly, it is of high interest to develop 
a packaging system that controls the microbial growth in these products. 
In that sense, new active antimicrobial packaging technologies may control 
microbial growth of the contained product satisfying also the consumer demands 
since they are natural antimicrobial agents while ensuring the product food. 
Synthetic films have been widely used as packaging materials for fruit and 
vegetables since they have excellent properties that contribute to the protection 
of the food while ensuring a good transparency. Nevertheless, these films are 
non-biodegradable polymers derived from petroleum. These petroleum-derived 
polymers have a great persistence in nature maintaining their characteristics for 
several decades once they are discharged, constituting a serious environmental 
problem. Due to this problematic situation, corrugated cardboard packages are 
an interesting alternative because they have good mechanical properties, which 
are crucial for a proper storage and transport of the packaged food. Moreover, 
cardboard packages are environment-friendly and economical compared with 
plastic materials.  
Conventional cardboard boxes are not able to extend the shelf life of products as 
consequence of the control of microbial growth. Then, an emerging technology 
that allows the extension of the product shelf-life of fruit and vegetables using an 
active cardboard box coated with waterproof lacquers including 
nanoencapsulated antimicrobial compounds is here by studied. Essential oils 
(EOs), single or combined, have high antimicrobial properties. Encapsulation of 
EOs using cyclodextrins (CD) and/or nanotubes of halloysite (HNT) is 
incorporated in the lacquers of the active cardboard packages to extend the 
product shelf-life. Then, EOs are released from the CD by evaporation when the 
packaging is stored in conditions of high HR, exerting their antimicrobial activity 
on the microorganism present of the surface of the horticultural products 
packaged with this active packaging.. 
This Thesis has developed and optimized an active antimicrobial packaging at 
different scales (pilot plant and industrial) using a lacquer with the EOs-CD 
inclusion complex to preserve the quality of fresh tomatoes and peppers. This 
developed packaging type has been evaluated as a packaging system able to 
Summary 
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extend the shelf life of fresh horticultural products such as tomatoes and peppers. 
Controlled release of EOs vapours during storage at a specified temperature and 
HR allows the control of quality losses of these fresh products due to the 
antimicrobial activity of EOs reducing the growth of spoilage microorganisms, 
which are responsible of fruit rottenness. Overall, the product quality is better 
maintained with such proposed technology. 
Microbiological and physicochemical determinations (soluble solids, pH and 
treatable acidity) were made during the storage of fresh tomatoes and peppers. 
Firmness was also studied together with sensory quality and the decay incidence. 
Furthermore, residues of EOs were also studied during storage in the fruit surface 
as well as the remaining EOs in the packaging material. 
Throughout the study, products stored within the non-active cardboard packages 
showed a higher percentage of decay incidence compared to active cardboard 
packages during storage. On the other hand, samples packaged within the active 
system showed better sensory quality than those samples packaged with the 
non-active system. However, neither the microbiological quality nor the 
physicochemical quality of the products were affected regardless of the type of 
containers studied. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
Las frutas y hortalizas frescas son productos altamente perecederos cuyo valor 
comercial puede disminuir rápidamente a medida que pasan los días. El deterioro de 
estos productos es causado, principalmente, por la actividad microbiológica de bacterias 
y hongos, y por la liberación de etileno, que es un regulador del crecimiento vegetal u 
hormona vegetal que actúa en el control de gran cantidad de procesos fisiológicos, como 
la senescencia de los órganos vegetales (Martínez-Romero et al., 2007). Estos procesos 
biológicos no se pueden evitar, pero se pueden ralentizar a través de un sistema de 
envasado activo, con la incorporación de sustancias activas al envase, lo que permite 
mejorar la calidad y disminuir las pérdidas por podredumbre en el transporte y 
distribución de estos productos. En efecto, en los últimos años se ha producido un gran 
desarrollo tecnológico en el envasado de alimentos, y entre las innovaciones más 
interesantes se encuentra la técnica del envasado activo, que es un concepto 
relativamente amplio que implica distintas configuraciones (como los que emiten o 
adsorben compuestos activos) pero que tiene un objetivo principal: mejorar la calidad 
en el momento del consumo y aumentar la vida útil (Giraldo-Perdomo y Torres-Rubio, 
2018). 
 
2.1. TOMATE FRESCO. 
2.1.1. Cultivo. 
El tomate (Lycopersicon esculentum Mill. o Solanum lycopersicum L.), tomatera o 
jitomate, es una especie de planta herbácea del género Solanum de la familia 
Solanácea. El tomate tiene su origen en la zona oeste de América del Sur, entre el sur 
de Colombia y el norte de Chile, pero parece que fue en México donde se domesticó, 
ya que anteriormente parece que crecía como mala hierba en tierras de cultivo. En 
efecto, el tomate se introduce en la Unión Europea en el siglo XVI por el conquistador 
español Hernán Cortés (Infoagro, 2017; Rick y Fobes, 1976). Durante las décadas 
posteriores, el cultivo de las diferentes variedades de tomate se esparció por Francia, 
España e Italia, siendo muy rápida su aceptación como fruto comestible. Sin embargo 
pasó lo contrario en la zona este y norte de Europa, donde este fruto generaba gran 
desconfianza como producto de consumo, dado que se le creía venenoso. Este 
razonamiento era debido a diversas razones, como su relación con otras plantas de la 
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misma familia (belladona y beleño), sus hojas punzantes y cierto grado de superstición 
de la población (Esquinas-Alcázar y Nuez, 1995).  
Actualmente, es el producto hortícola de mayor importancia económica con más de 170 
millones de toneladas (t) producidas al año en todo el mundo. Además, es uno de los 
productos que más diversidad de usos presenta. A parte de consumirse crudo, puede 
servirse cocido, estofado, frito, encurtido, etc. (Costa y Heuvelink, 2018). 
Es una planta dicotiledónea perteneciente a la familia de las Solanáceas de clima 
relativamente cálido donde su temperatura óptima dependerá de la etapa fisiológica en 
la que se encuentre, pero las temperaturas nocturnas deben estar entre 15 ºC y 17 ºC, 
las temperaturas diurnas entre 20 ºC y 30 ºC, siendo la temperatura ideal en la floración 
de 21 ºC. Por ello el tomate es clasificado dentro de las hortalizas tolerantes al calor. La 
maduración del fruto está muy influenciada por la temperatura en lo referente tanto a la 
precocidad como a la coloración, de forma que valores cercanos a los 10 ºC así como 
superiores a los 30 ºC originan tonalidades amarillentas (Rodríguez-Ortega et al., 2019). 
2.1.2. Importancia nutricional. 
En general, el tomate es un alimento cuyo componente mayoritario es el agua seguido 
de los hidratos de carbono. Es un alimento con escasa cantidad de calorías. Contiene 
azúcares simples que le confieren un ligero sabor dulce y algunos ácidos orgánicos que 
le otorgan el sabor ácido característico. El tomate es una fuente importante de ciertos 
minerales, como el sodio y el potasio. Es una fuente importante de vitaminas entre las 
que destacan la vitamina C, E, la provitamina A (en forma de β-caroteno), vitaminas del 
grupo B (B1 y B3).  
A pesar de que el tomate presenta una baja concentración de pigmentos, 20 mg/kg 
tomate fresco (Davies y Hobson, 1981), éstos le aportan un gran valor nutracético. Uno 
de los principales pigmentos, son los carotenoides. El 90-95 % de los carotenoides 
presentes en el tomate maduro son carotenos, y dentro de este grupo se encuentra el 
licopeno, pigmento que da el color característico al tomate (Beecher, 1998; FEN, 2018). 
Tanto la vitamina C como el licopeno son compuestos antioxidantes con una importante 
función protectora del organismo humano. Además, el uso de tomate triturado o 
cocinado y su combinación con aceite, mejora la absorción del licopeno en nuestro 
organismo (Martínez-Hernández et al., 2016). 
La prevención de diversas enfermedades causadas por la degeneración de tejidos 
debida al oxígeno reactivo, los radicales libres y los componentes tóxicos del medio, que 
causan daños en los vasos sanguíneos y en las células nerviosas, han llevado a la 
búsqueda e investigación de sustancias de alto potencial antioxidante como, por 
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ejemplo, el licopeno, el cual se encuentra principalmente en tomates y es el principal 
componente responsable de su característico color rojo (Martínez-Hernández et al., 
2016, 2019). 
2.1.3. Variedades. 
El desarrollo de variedades de tomate para conseguir nuevas formas, colores y gustos, 
además de frutos más resistentes a ciertas enfermedades, ha hecho que actualmente 
se conozcan más de 10.000 variedades. Es evidente que no todas llegan a nuestro 
mercado, pero sí es cierto que cada vez hay más variedades disponibles durante todo 
el año, a pesar de que se trata de un producto de verano, que es cuando este alimento 
está en su mejor época (Koening et al., 2013; eldiario, 2019). 
Una de las maneras más habituales de consumir el tomate es en ensaladas, 
acompañado de lechuga y otros vegetales, como plato principal o como 
acompañamiento. Otras variedades son más idóneas para preparar rellenos, conservas, 
gazpachos o tomate frito. Si bien la lista de variedades de tomate es muy extensa, en la 
siguiente tabla se han seleccionado algunas de las variedades más consumidas en 
fresco en España (Tabla 1): 
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Tabla 1. Variedades de tomate consumidas en fresco en España 
 (A partir de datos recogidos en la revista eldiario.es) 
 
VARIEDAD CARACTERÍSTICAS REFERENCIA FOTO 
TOMATE RAF 
O 
MUCHAMIEL 
Es una variedad resistente al ataque 
de Fusarium. 
Su tasa de producción de etileno, en 
el momento de la cosecha, es de 790 
± 41 nmol/kg x h. Mientras que su 
tasa de respiración es de 126 ± 17 
µmol/kg x h. Ambas tasas son 
ligeramente inferiores a otras 
variedades dentro del tomate Raf, 
como es la variedad Méndez. Sin 
embargo, la concentración y 
producción de etileno es mucho más 
alta en esta variedad, que en tomates 
en rama (Tasa producción de etileno: 
0,25 nmol/kg x s). 
Una vez envasado en flow pack, en 
film de PP macroperforado, la 
concentración de etileno es mucho 
mayor, del orden de 70 µL/L. 
Según estudios, este fruto responde 
bien a sistemas de adsorción de 
etileno para alargar su vida útil. 
Bailén et al., 2013; 
Domínguez et al., 2016 
 
TOMATE 
CHERRY 
Por sus características 
organolépticas esta variedad de 
tomate se consume tanto en snack 
como en ensalada. 
Su tasa de producción de etileno es 
del orden de 0,13 µL/kg x h, mientras 
que su tasa de producción de CO
2
 es 
de 11 µL de CO
2
 /g x h. 
Esta variedad de tomate responde 
bien a sistemas de envasado activo 
de control de etileno, mediante la 
fotodegradación o absorción del 
etileno, para extender la vida útil. 
Kaewklin et al., 2018 
 
TOMATE EN 
RAMA 
La producción  de etileno de esta 
variedad es de 0,03 nmol/kg x s y su 
tasa de respiración, del orden de 12 
mL CO
2
 /kg x h. 
Domínguez et al., 2016 
 
TOMATE 
ROMA 
Es la variedad más usada para la 
elaboración de ensaladas junto con 
la variedad pera. 
Su tasa de respiración es del orden 
de 24 mL CO
2 
/kg x h. 
Su tasa de producción de etileno es 
de 3 µL/kg x h. 
Báez-Sañudo et al., 
2018 
 
TOMATE 
PERA 
Esta variedad tiene una actividad 
respiratoria más elevada que 
variedades como Cherry y tomate en 
rama, que se manifiesta a través de 
una mayor pérdida de peso durante 
la conservación, incluso con la 
incorporación de absorbedores de 
etileno. 
Kostekli et al., 2016 
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2.1.4. Problemas de conservación del tomate fresco a granel. 
Normalmente la alteración de la calidad del tomate fresco se debe principalmente al 
ataque microbiano y al avance en el proceso de senescencia, que puede ir acompañado 
por un aumento de la tasa respiratoria y emisión de etileno, y que puede agravarse por 
cualquier daño mecánico sufrido por el fruto (Aguayo-Giménez, 2003). 
Los factores que más influyen en la alteración del tomate, después de la cosecha, son 
los fisiológicos (relacionados con la madurez y la actividad respiratoria), los físicos 
(ligados a daños mecánicos) y los biológicos. Estos últimos se refieren a la presencia 
de una microbiología alterante sobre la superficie del producto, que prolifera con 
facilidad a elevadas temperaturas y HR, por lo que se recomienda que, para combatirla, 
se reduzca cuanto sea posible la temperatura y se gestione bien la HR, evitando 
condensaciones (Arcentales et al., 2019). Los hongos alterantes de la calidad del tomate 
son principalmente: Alternaria sp., que es relativamente resistente a fungicidas, 
Rhizophus sp., frecuente sobre todo cuando se producen condensaciones de agua en 
la superficie del producto y Geotrichum sp., Phytophora infestans y Fusarium sp. Estas 
condensaciones se producen cuando se mantienen niveles altos de HR durante la 
conservación del tomate. Pero estas HR elevadas son necesarias si no se quiere que 
se deshidraten los tomates. También, aunque con mucha menor frecuencia, se 
encuentran hongos de herida de los géneros Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, 
Colletotrichum y Sclerotinia. La podredumbre blanda bacteriana por Erwinia sp. aparece 
también ocasionalmente cuando no se aplica un adecuado lavado desinfectante 
superficial del fruto (Martínez-Ruiz, 2016).  
Las condiciones óptimas de conservación del tomate deben controlar diferentes 
factores, como la tasa de respiración del producto, el calor de respiración, la tasa de 
producción de etileno, la temperatura y la Humedad Relativa (HR), y la concentración 
de los gases de respiración (Wilson et al., 1995).  
El tomate experimenta una serie de cambios fisiológicos y morfológicos a medida que 
el fruto se va desarrollando. Estos cambios incluyen la aparición del color rojo (debido a 
la síntesis del licopeno y a la pérdida de clorofila), ablandamiento, pérdida de peso, 
aumento en la respiración del fruto y por tanto un aumento en la producción de etileno 
(C2H4) (Radzevičius et al., 2009; Shewfelt et al., 1988; Tiejin, 2001; Valero y Serrano, 
2010). En efecto, la respiración, la transpiración y la producción de C2H4 son tres 
factores principales que contribuyen al deterioro de la calidad de frutas y verduras 
después de la cosecha (Gonzalez-Aguilar, 2010; Bennett y Labavitch, 2010). 
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El tomate es un fruto climatérico y, por tanto, su maduración se acompaña de un pico 
en la respiración y una elevada tasa de producción de C2H4. Existe una relación inversa 
entre la tasa de respiración y la vida útil de la fruta fresca, por lo que la respiración del 
fruto es importante para determinar su vida útil (Mangaraj y Goswami, 2011). El tomate 
puede sufrir diversos daños durante la cosecha, clasificación, envasado, transporte y 
almacenamiento que pueden conducir a cambios en la tasa de respiración y producción 
de C2H4. La respiración es un proceso metabólico muy importante en las células vivas y 
es la responsable de la producción de energía necesaria para el crecimiento y 
mantenimiento de la organización celular. La tasa de producción de C2H4 de frutas y 
verduras, es una actividad fisiológica importante en postcosecha y también afecta a la 
vida útil del producto durante su almacenamiento (Tiejin, 2001). En este sentido, el 
tomate produce cantidades moderadas de C2H4 que oscila entre 1 µL y 10 µL/kg x h a 
20 ºC y es muy sensible a la exposición del C2H4. Niveles de C2H4 por debajo de los 0,5 
µL/L son suficientes para desarrollar la maduración del fruto y otros procesos 
metabólicos asociados (Abeles et al., 1992). En la industria hortícola, para promover 
una  maduración uniforme de tomates verdes se mantienen a 20 - 21 ºC con un 90 % 
de HR y 50 µL/L de C2H4 (Kubai, 2016).  
La producción de C2H4 varía en función de la variedad, de la manipulación y procesado 
que sufra el fruto y de las condiciones de almacenamiento. Distintos autores han 
realizado estudios sobre la determinación de la tasa respiratoria en frutos enteros o en 
rodajas, comparando resultados y obteniendo conclusiones como que el producto 
procesado presenta mayor tasa de respiración que el producto intacto, tal como ponen 
de manifiesto Abdul-Baki et al. (1996) para el caso de judías verdes, pepinos, kiwis, 
plátanos, melocotón, lechugas y zanahorias. En tomate, las diferencias entre el producto 
entero y en rodajas empiezan a observarse a partir de los 5 ºC, donde el tomate en 
rodajas presenta una mayor tasa de respiración en comparación con el tomate entero. 
Además, aquella aumenta conforme aumenta la temperatura, lo que hace que aumente 
el deterioro del producto (Tabla 2) (Aguayo-Giménez, 2003). 
Tabla 2. Tasa respiratoria (mg CO2 / Kg x h) en tomates enteros y en rodajas almacenados a varias 
temperaturas (Adaptada de Aguayo-Martínez, 2003) 
 
Temperatura ( ºC) 0 5 10 20 
Tomate Entero 1,6 2,3 4,7 20,2 
Tomate Rodajas 1,4 3 10 35 
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Con la tasa de producción de C2H4 ocurre prácticamente lo mismo que para la tasa de 
respiración, ya que aumenta con la temperatura. Según Cantwell y Suslow (2012), la 
tasa de producción de C2H4 del tomate, conservado a dos temperaturas, es la siguiente 
(Tabla 3): 
Tabla 3. Tasa producción de C2H4 (µL / Kg x h) en tomates enteros almacenados a dos temperaturas (A 
partir de datos de Cantwell y Suslow, 2012) 
Temperatura ( ºC) 10 20 
Producción de C2H4 1,2-1,5 4,3-4,9 
 
En efecto, el tomate es un producto hortícola muy sensible a los daños por frío, aunque 
depende del estado de madurez y la duración de la aplicación de una determinada 
temperatura. En general, estos daños ocurren cuando el tomate es expuesto a 
temperaturas menores de 10 ºC -13 ºC, durante un tiempo prolongado, y se manifiestan 
con la aparición de un punteado sobre la superficie (Báez et al., 1998). La tolerancia y 
la sensibilidad de un fruto al daño por frío dependen de la variedad, especie y cultivar, 
del estado de desarrollo del producto (a mayor madurez, mayor daño por frío), de la 
temperatura a la cual el producto es almacenado (puesto que a menor temperatura, 
mayor es el daño por frío) y por último, el período de exposición a temperaturas de 
refrigeración (Hong y Gross, 2000).  
De lo anterior se deduce el interés del envase activo antimicrobiano que controle el 
desarrollo de la microbiología superficial en el tomate, ya que es necesario utilizar HR 
elevadas en su conservación. 
Para conseguir un aumento de la vida útil del tomate fresco se ha propuesto el uso del 
envasado en atmósfera modificada, así como el uso de recubrimientos comestibles a 
base de compuestos naturales que consiguen prolongar la vida del fruto y mantener su 
calidad. Además, la aplicación de estos recubrimientos tiene valor añadido ya que son 
portadores de ingredientes con propiedades activas como son los antioxidantes, 
antimicrobianos y nutracéticos (Báez-Sañudo et al., 2018; Guerrero, 2017). Barco et al. 
(2011) desarrollaron un recubrimiento comestible a base de almidón modificado de yuca 
a diferentes concentraciones para su evaluación en la conservación de frutos de tomate. 
Después de 20 días de almacenamiento se observó que, a medida que el porcentaje de 
almidón de yuca era mayor, la tasa de respiración disminuía, aumentando así la vida útil 
del fruto. 
También se han desarrollado envases plásticos activos antimicrobianos, pero que no 
son de aplicación cuando el tomate fresco viene envasado a granel, en cajas de cartón 
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por ejemplo, ya que estas soluciones de envasado activo incrementan demasiado los 
costes del producto. Además, el uso excesivo de plásticos provoca un impacto 
medioambiental muy severo (García-García et al., 2012; Choi et al., 2015; Otoni et al., 
2016; Shemesh et al., 2016). 
2.1.5. Importancia económica del tomate fresco en España y en la Región de 
Murcia. 
España es uno de los países más importantes a nivel mundial en cuanto a producción y 
exportación hortofrutícola. Muestra de ello son las cifras que se comentan a continuación 
para tomate fresco.  
La producción mundial de tomate ha batido su récord histórico al alcanzar la cifra de 
170.750.000 t en 2017, según datos de la base estadística de la Organización de las 
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAOSTAT, 2017). China sigue 
encabezando la lista de productores de esta hortaliza llegando, en 2017, a un volumen 
total de 59.514.773 t, el 31,8% del total mundial. El segundo productor mundial es India 
con un volumen de 20.700.000 t de tomate, le sigue Turquía con 12.750.000 t y por 
último EEUU con 10.910.990 t (FAOSTAT, 2017). España ocupa la octava posición en 
este ranking, con un volumen de producción de 5.163.446 t, pero es la primera a nivel 
europeo y la tercera a nivel mundial en importancia económica de sus exportaciones 
(Tabla 4) (FAOSTAT, 2016). 
Tabla 4. Mayores productores de tomate a nivel mundial en el año 2017 
(A partir de datos de FAOSTAT, 2017) 
 
País Posición 
Volumen Producción 
(toneladas) 
% 
China 1 59.514.773 31,8 
India 2 20.700.000 11,4 
Turquía 3 12.750.000 7,0 
EE.UU 4 10.910.990 6,0 
España 8 5.163.446 2,8 
 
La producción total de tomate en España en el año 2017 fue de 495,4 miles de t, de las 
cuales Andalucía y Extremadura son las CC.AA más significativas, con un volumen de 
producción de 2.302 y 2.075 miles de t respectivamente. Quedando Murcia en la tercera 
posición con un volumen de producción de 211,3 miles de t (Tabla 5). 
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Tabla 5. Producción de tomate, expresada en miles de toneladas, en España por Comunidades 
Autónomas (CC.AA), en el año 2017 (A partir de datos de Statista, 2017) 
 
Comunidad Autónoma Posición Volumen Producción 
 
Andalucía 1 2.302 
Extremadura 2 2.075 
Murcia 3 211,3 
Navarra 4 148 
Galicia 5 93,1 
 
En 2018, España ha exportado 812.570 t de tomate fresco, un 3,53% más que en 2017. 
Alemania es el país que mejor ha pagado los tomates a España (1,285 €/kg de tomate), 
un 12,62% más que la media, por tanto Alemania ocupa la primera posición de este 
ranking. 
Francia ha sido el segundo mayor comprador de tomate español, con un volumen de 
127.284 t. Reino Unido ocupa la tercera posición entre los clientes del tomate español, 
con un volumen de 112.025 t; mientras que la cuarta posición la ocupa Holanda con 
102.541 t (Tabla 6) (Statista, 2018). 
Tabla 6. Exportación española de tomate, expresada en toneladas, en el año 2018, a nivel mundial 
(A partir de datos de Statista, 2018) 
 
País Posición Volumen Exportación 
 
Alemania 1 196.003 
Francia 2 127.284 
Reino Unido 3 112.025 
Holanda 4 102.541 
 
Se trata de un sector muy profesional y tecnificado que exporta en torno al 80% de su 
producción, principalmente a Europa. Almería ha sido la provincia española que más 
tomate ha vendido en la UE con un total de 537.600 t, un 59,23% sobre el global. La 
segunda provincia ha sido Murcia con 98.370 t, en tercer lugar, figura Granada con 
78.530 t, Las Palmas de Gran Canaria ocupa la cuarta posición con 48.680 t y en el 
quinto escalón se encuentra Alicante con un volumen de 38.750 t (Estacom, 2017) 
(Tabla 7). 
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Tabla 7. Exportación española, expresada en toneladas, de tomate por provincias en el año 2017 
(A partir de datos de Estacom, 2017) 
 
Provincias Posición Volumen Exportación 
 
Almería 1 537.600 
Murcia 2 98.370 
Granada 3 78.530 
Las Palmas 4 48.680 
Alicante 8 38.750 
 
La Región de Murcia es una de las principales productoras de tomate en el ámbito 
nacional e internacional, debido a sus condiciones climáticas y de suelo. La cosecha de 
tomate en la Región de Murcia en 2018 fue de 260.084 t, lo que equivale a un aumento 
del 3,81% respecto a la campaña anterior. La Región de Murcia exportó el pasado año 
un total de 98.370 t, siendo los principales destinatarios: Francia (25.000 t), Reino Unido 
(23.300 t) y Alemania (19.900 t) (EARM, 2017-2018). 
Es interesante poner de manifiesto que la mayor parte de esta exportación de tomate 
se hace con envasado a granel, y principalmente en cajas de cartón de distintos 
formatos (por ejemplo, en cajas de 30 x 40 cm o en cajas de 40 x 60 cm) (Almeida et 
al., 2014). 
 
2.2. PIMIENTO FRESCO. 
2.2.1. Cultivo. 
El pimiento dulce (Capsicum annuum L.) es una especie de planta herbácea del género 
Capsicum, perteneciente a la familia Solanácea. La planta del pimiento es originaria de 
México, Bolivia y Perú, donde además del Capsicum annumm L., especie más 
importante, se cultivan otras cuatro especies del género Capsicum: C. frutescens, C. 
baccatum., C. chinenese y C. pubescens (Elibox et al., 2015). 
Los pimientos llegaron a Europa en el primer viaje realizado por Colón en el año 1493 a 
América. Los indígenas americanos conocían el fruto por el nombre de chili, pero los 
españoles y portugueses lo bautizaron con los nombres de pimiento y pimiento de Brasil, 
respectivamente. La introducción del pimiento en Europa supuso un avance importante 
en las costumbres culinarias debido a que se empleaba como complemento de una 
especia muy popular, la pimienta negra. De hecho, llegó incluso a sustituirla. Su 
consumo en Europa data de hace varios siglos. Sin embargo las variedades de 
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pimientos grandes, suaves y poco picantes que se consumen en la actualidad se 
consiguieron a principios del siglo XX gracias a los cultivos intensivos (Infoagro, 2017). 
Se cultivan en todo tipo de terrenos con preferencia por las zonas húmedas, soportan 
muy bien las altas temperaturas (30 ºC-40 ºC), pero son sensibles al frío. Por esta razón, 
su cultivo tiene lugar en el período que transcurre de verano a otoño, aunque gracias a 
la producción en invernadero están disponibles en el mercado durante todo el año 
(Infoagro, 2017). 
El pimiento se cultiva en invernaderos en todo el mundo. En el Mediterráneo, constituye 
uno de los cultivos principales, que puede situarse inmediatamente después del tomate 
en la mayoría de los países, a excepción de Túnez, donde el pimiento dulce y la paprika 
ocupan el 55 % de la superficie total de invernadero (FAO, 2002).  
La mayoría de las especies de pimiento se podrían llevar al mercado aún verdes, porque 
adquieren la coloración amarilla o roja si se les deja en la planta hasta la maduración 
completa. Hay una gran diversidad de variedades de pimiento dulce que tienen distintos 
colores, formas y sabores, cualidades que son muy apreciadas en este producto fresco. 
El cierto picor de algunas variedades es debido a la presencia de la capsaicina (Finger 
y Pereira, 2016). 
2.2.2. Importancia nutricional. 
Los pimientos poseen propiedades beneficiosas para la salud debido a su composición. 
Son alimentos ricos en fibra, folatos, vitaminas y antioxidantes. El pimiento es una 
hortaliza con un valor energético muy bajo, que supone aproximadamente 27 Kcal/100 
g. Tiene unas características nutritivas muy importantes, ya que, aunque su contenido 
en lípidos, proteínas e hidratos de carbono no sea muy elevado, sí lo es el de minerales 
y vitaminas. Su contenido en agua ronda el 92% del peso total, seguido de los hidratos 
de carbono. Son una buena fuente de carotenos, como la capsantina, pigmento con 
propiedades antioxidantes que aporta el característico color rojo a algunos pimientos 
(FEN, 2016). 
2.2.3. Variedades. 
Los tipos de pimiento se clasifican por su tamaño y por su sabor: dulce o picante. Casi 
todas las variedades en Europa pertenecen a la especie de Capsicum annumm. Lo que 
resulta interesante es que la mayor parte de las variedades no se han perdido, ya que 
en mayor o menor medida se siguen cultivando en diferentes regiones de España. Las 
principales variedades de pimiento cultivadas en España se muestran en la Tabla 8 
(eldiario, 2019). 
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Tabla 8. Variedades de pimiento más consumidos en España  
(A partir de datos recogidos en la revista eldiario.es) 
 
VARIEDAD CARACTERÍSTICAS REFERENCIA FOTO 
PIMIENTO 
CALIFORNIA 
Esta variedad de pimiento es la más rica 
en vitamina C, si se compara con los 
pimientos Lamuyo e italiano. 
Su actividad respiratoria es del orden de 
196,9 ± 18,5 mg/kg x h a temperatura 
ambiente y después de la cosecha. Sin 
embargo, la tasa de producción de etileno 
es 179 ± 10,2 mg/kg x h. 
La actividad respiratoria de esta variedad 
es menor que en la variedad Lamuyo. 
 
Guil-Guerrero et al., 
2006. 
González-Saucedo et 
al., 2019 
 
PIMIENTO 
ITALIANO 
El contenido total de ascorbato es del 
orden de 1000-1200 µg/g fruto, y es 
relativamente estable durante los primeros 
días de cosecha. Este contenido es similar 
a las distintas variedades de pimiento 
dulce (California, Lamuyo). Aunque 
durante la conservación aumenta más en 
los frutos rojos que en los verdes. 
 
Palma et al., 2011 
 
PIMIENTO 
LAMUYO 
 
La actividad respiratoria en aire es de 15-
22 mg CO
2
/kg x h a 8ºC. 
La emisión de etileno es inferior a 0,05 
µL/kg x h, al igual que en variedad 
California. 
 
Escalona-Contreras et 
al., 2004 
 
 
 
2.2.4. Problemas de conservación del pimiento dulce fresco a granel. 
Los microorganismos más comunes que afectan al pimiento y limitan su conservación y 
vida útil son Botrytis cinerea, Alternaria alternata y podredumbres blandas de origen 
bacteriano y fúngico. Las podredumbres blandas se producen sobre todo cuando se ha 
llevado a cabo un lavado o un pre-enfriamiento mediante la técnica de hydrocooling, 
enfriamiento con agua fría, y no se ha realizado una desinfección adecuada con algún 
agente antimicrobiano (Rodoni et al., 2017). En efecto, durante el almacenamiento 
refrigerado del pimiento, del orden del 40% de las pérdidas pueden ser originadas por 
los hongos Alternaria alternata, Rhizophus stolonifer, y Botrytis cinerea, y las bacterias 
como Erwinia carotovora (León-Mendoza, 2017). 
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Al contrario que el tomate, el pimiento tiene una tasa de respiración y de producción de 
C2H4 relativamente baja, y una vez recolectado sigue su proceso hasta su completa 
senescencia, respirando y sufriendo cambios en el color verde por disminución de la 
concentración de clorofila (Reche, 2010). El pimiento ha sido clasificado como fruto no 
climatérico por su patrón de producción de CO2 y C2H4. No obstante, este 
comportamiento no es el mismo en todas las variedades de Capsicum, ya que se han 
identificado algunas variedades que muestran un comportamiento similar al climatérico 
(Tan et al., 2012). El pimiento produce niveles muy bajos de C2H4, por lo que debe 
alcanzar el color deseado en la planta. Para acelerar la maduración o el cambio de color, 
lo más efectivo es mantener los pimientos con una coloración parcial a temperaturas 
tibias de 20 ºC-25 ºC y una HR elevada, superior al 95 % (Tan et al., 2012). 
La mayor producción de C2H4 se produce en los estadios más tempranos de maduración 
del fruto (cuando este está verde maduro) hasta que el fruto tiene aproximadamente el 
30-40 % de su superficie roja. A partir de ahí, la producción de C2H4 va disminuyendo 
conforme el fruto va alcanzando el estado más maduro de hasta casi el 100% de su 
superficie es roja. Por lo que la producción de C2H4 de este fruto está relacionada con 
la velocidad de maduración del mismo. Los frutos de las variedades que viran a rojo y 
maduran más rápidamente producen más C2H4 que las variedades que viran y maduran 
más lentamente (Villegas-Martínez, 2018).  
La tasa de respiración máxima de los pimientos se observa inmediatamente después de 
la cosecha, con un valor entre 30-36 mg CO2 / kg x h, y a partir de ahí los frutos 
disminuyen progresivamente su tasa de respiración durante la conservación 
postcosecha (20-25 mg CO2 / kg x h) (Villegas-Martínez, 2018). En otras investigaciones 
también han llegado a la conclusión de que la producción de CO2 en frutos de pimiento 
cosechadas en estado verde maduro es más elevada que en otros estadios de 
maduración. Además, la producción de CO2 va disminuyendo a lo largo de la maduración 
postcosecha, alcanzando los valores más bajos cuando el fruto ha virado a color rojo 
(Villavicencio et al., 2001).  
Debido a la gran diversidad del género Capsicum es difícil generalizar, pero las 
variaciones en la tasa de producción de C2H4 y en la tasa de respiración dependen 
mucho de las condiciones de manipulación, envasado y almacenado durante la 
postcosecha (Andrews, 1995; Villavicencio et al., 1999).  
El pimiento dulce es altamente perecedero y necesita un apropiado manejo postcosecha 
para mantener la calidad y una adecuada vida útil. Este debe ser enfriado lo más 
rápidamente posible tras la recolección hasta temperaturas inferiores a 12 ºC, para 
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reducir posibles pérdidas de agua. El uso de una HR elevada es un parámetro muy 
utilizado para extender la vida útil de los pimientos cuando se envasan en film de 
plástico. Pero, una excesiva HR origina condensaciones de agua en la superficie del 
pimiento pudiendo aumentar el riesgo de que el pimiento se deteriore por desarrollo 
microbiano (Pandey y Goswami, 2012; Singh et al., 2014). En efecto, la vida útil del 
pimiento dulce viene limitada sobre todo por un deterioro debido al desarrollo de 
microorganismos si la HR es elevada, o por el deterioro debido a la pérdida de agua 
durante el almacenamiento en condiciones de humedad demasiado bajas, y al hecho 
de que es susceptible de sufrir daños por frío (Rodoni et al., 2017). A temperaturas 
inferiores a 7 ºC los pimientos pueden sufrir daños por frío, mientras que las 
temperaturas superiores pueden dar lugar a pérdidas de peso, por deshidratación, y al 
crecimiento microbiano. 
Para disminuir estos problemas de conservación se han propuesto distintas soluciones 
de envasado en atmósfera modificada, pero esta solución incrementa los costes y 
disminuye la competitividad en el mercado internacional que prefiere el simple envasado 
a granel en cajas de cartón. Además, el comportamiento del pimiento envasado en 
plástico en atmósfera modificada es desigual en función de los tipos de pimiento (Tipo 
Dulce Italiano, California o Lamuyo). Así, incluso el envasado en atmósfera modificada 
y con baja temperatura de 5 ºC puede que no impida el desarrollo de podredumbres en 
el pimiento fresco (Granja-Carvajal, 2016).  
Se han propuesto otras soluciones de envasado activo, como la que incorpora dentro 
del envase bolsitas con material adsorbente de la humedad, pero, aunque puede 
aumentar la vida útil de una manera significativa (7 días más que si se usa sólo 
atmósfera modificada), incrementa el coste del envase de modo prohibitivo. Además, el 
consumidor no suele querer que haya presencia de materiales extraños dentro del 
envase. También, se han propuesto recubrimientos comestibles con agentes 
antimicrobianos sobre el pimiento, pero este tratamiento también encarece el producto 
y debe ser declarado como aditivo, y esto es un inconveniente en el mercado de pimiento 
fresco a granel (Ali et al., 2015). Otros trabajos, como el de Glowacz et al. (2015) y 
Glowacz y Rees (2016), proponen la aplicación continua de ozono durante la 
conservación refrigerada pero tampoco ha dado resultados concluyentes que indiquen 
mejora de la vida útil del pimiento con este sistema de conservación. 
Por todo lo anterior, se recomienda que la conservación refrigerada del pimiento se 
realice con temperaturas comprendidas entre 8 ºC y 10 ºC, y HR cercana al 90 %, para 
mantenerlos frescos y tersos durante aproximadamente 14 días, aunque en estas 
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condiciones también se pueden producir alteraciones causadas por hongos y bacterias. 
Durante el transporte refrigerado en camión también se recomiendan esas condiciones 
de temperatura y HR. Si el transporte dura menos de 2 días, puede aguantar 
temperaturas alrededor de los 5 ºC con una HR del 85-95 %. Pero si el transporte es de 
mayor duración, a esa temperatura hay riesgo de daños por frío sobre todo en los 
pimientos de color verde que son más sensibles que los de color rojo (Rodoni et al., 
2017). 
2.2.5. Importancia económica del pimiento dulce fresco en España y en la Región 
de Murcia. 
La producción mundial de pimiento ha superado por primera vez en la historia los 
32.985.000 t, según los datos procedentes de FAOSTAT (2017). En concreto, en el año 
2017 hubo una producción mundial de 34.496.000 de t de pimiento, un 1,56% más que 
el año anterior, y un 25,78% más que diez años atrás. 
Entre los cinco mayores productores mundiales de pimiento (China, México, Turquía, 
Indonesia e India), se obtiene el 74% de la cosecha mundial de esta hortaliza. De entre 
ellos destaca China con un volumen de 18.109.346 t de la producción mundial, México 
produce 3.538.240 t, Turquía 2.624.527 t, Indonesia e India 2.359.411 t y 2.163.892 t 
respectivamente (Tabla 9) (FAOSTAT, 2017).  
Tabla 9. Mayores productores de pimiento a nivel mundial en el año 2017. 
(A partir de datos de FAOSTAT, 2017) 
 
País Posición 
Volumen Producción 
(toneladas) 
% 
China 1 18.109.346 44,5 
México 2 3.538.240 8,2 
Turquía 3 2.624.527 6,4 
Indonesia 4 2.359.411 5,8 
India 5 2.163.892 5,3 
España 6 1.283.546 3,2 
 
En cuanto a la producción de pimiento, España es el primer país productor de la Unión 
Europea, con un volumen de 1.274.200 t. Andalucía (Almería: 732.120 t) ocupa la 
primera posición, seguida de Murcia, Galicia, Extremadura, Comunidad Valenciana y 
Navarra (Tabla 10) (Statista, 2017). 
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Tabla 10. Producción de pimiento, en toneladas, en España por Comunidades Autónomas (CC.AA), en el 
año 2017 (A partir de datos de Statista, 2017) 
 
Comunidad Autónoma Posición Volumen Producción 
 
Andalucía 1 797.700 
Murcia 2 165.800 
Galicia 3 72.900 
Extremadura 4 6.100 
Comunidad Valenciana 5 5.900 
Navarra 6 4.320 
 
El volumen total de pimiento exportado en España, en 2016, fue de 715.574 t, un 93,57% 
más que hace diez años, cuando la exportación española de pimiento fue de 379.050 t, 
siendo los principales países que importan pimiento: Alemania, Francia, Países Bajos, 
Reino Unido e Italia (FAOSTAT, 2018). 
2.3. PROBLEMAS DE SEGURIDAD ALIMENTARIA EN PRODUCTOS 
FRESCOS. 
En las verduras frescas, como los tomates y pimientos frescos, que se utilizan 
simplemente lavados en ensaladas sin cocinar previamente el producto, se pueden 
encontrar patógenos, debido a contaminaciones durante la recolección, operaciones 
postcosecha o durante las etapas de almacenamiento refrigerado y distribución 
(Mahmoud, 2010; Oliveira et al., 2010). Así, por ejemplo, la contaminación microbiana 
de tomates frescos enteros ha sido la causa de brotes de salmonelosis (Moreira et al., 
2012; Niemira y Boyd, 2013). Salmonella typhimurium es un agente causal de la 
salmonelosis no tifoidea y se sabe que puede crecer en la superficie de los tomates a 
bajas temperaturas de conservación (Gurtler et al., 2012). Además, la mala 
manipulación postcosecha, así como la ruptura de la cadena de frío y el uso de envases 
inadecuados, pueden dar como resultado grandes pérdidas debido al desarrollo de la 
microbiología alterante. Por lo tanto, para poder satisfacer la demanda del mercado, en 
cuanto a mejora de la calidad microbiológica y aumento de la vida útil de los tomates y/o 
pimientos frescos, se debe controlar el crecimiento microbiano durante el envasado y 
almacenamiento refrigerado (Choi et al., 2015). 
Durante la manipulación postcosecha de las hortalizas frescas previo al envasado, se 
lleva a cabo normalmente un tratamiento de descontaminación superficial con agua 
clorada. Esta es la única etapa donde se puede reducir el número de patógenos y 
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microorganismos causantes de deterioro. Sin embargo, los compuestos clorados 
pueden reaccionar con la materia orgánica de los productos frescos y formar 
trihalometanos y ácidos haloacéticos, que son moléculas mutagénicas y carcinogénicas 
(São José y Vanetti, 2012; Choi et al., 2015). 
Por todo lo anterior, en los últimos años, se ha trabajado en sistemas de 
descontaminación superficial de hortalizas que no utilicen agua clorada, y se han 
investigado sistemas de envasado activo antimicrobiano para reducir la microbiología 
alterante que provoca cuantiosas pérdidas económicas en la comercialización de frutas 
y hortalizas frescas, y para aumentar la seguridad alimentaria de estos productos, que 
en muchas ocasiones, se consumen sin lavar o con un lavado muy ligero con poca 
acción antimicrobiana (Van Long et al., 2016). Así, Shemesh et al. (2016) desarrollaron 
un tipo de plástico activo antimicrobiano que utiliza AEs nanoencapsulados en 
nanotubos de un aluminosilicato que es eficaz en el control de Alternaria alternata, 
Botrytis cinerea, Penicillium digitatum, Penicillium expansum y Aspergillus niger en 
distintas frutas y hortalizas, incluyendo el tomate.  
2.4. ENVASADO DE FRUTAS Y HORTALIZAS FRESCAS ENTERAS. 
Las frutas y verduras frescas deben satisfacer las demandas de los consumidores, al 
mismo tiempo que se debe garantizar la calidad y seguridad de las mismas (Brandwein 
et al., 2016). En la actualidad, el envasado es una parte esencial de la gestión y logística 
de los productos frescos puesto que su objetivo principal es el de contener y proteger 
estos productos, facilitando su manipulación durante las tareas de carga, descarga, 
transporte, almacenamiento y comercialización (Martínez-Tenorio y López-Malo, 2011) 
La mayoría de los productos agrícolas frescos son comercializados en envases o cajas, 
a granel, con pesos comprendidos entre los 5 kg y 25 kg hasta el punto de venta final. 
Otros productos se transportan en sacos de 25 kg a 50 kg y para el caso de las verduras 
de hoja grande verde, como las acelgas, se comercializan en manojos en cajas. Otra 
forma de envasado, normalmente llevada a cabo en países desarrollados, consiste en 
seleccionar y envasar al mismo tiempo las hortalizas y frutas en el campo, ofreciendo 
así un producto más homogéneo, de buena calidad y con buena presentación para el 
mercado (FAO, 2004). 
Los envases o cajas de productos frescos deben de cumplir una serie de requisitos: 
- Presentar una resistencia mecánica lo suficientemente buena como para no 
deformarse con la carga y proteger el contenido durante su apilamiento y 
transporte. 
- Adecuarse a la exigencia del mercado en cuanto a su forma, tamaño y peso. 
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- El material con el que está formado el envase debe estar exento de productos 
químicos tóxicos que puedan transferirse al alimento. 
- El envase debe de prevenir pérdidas por vertido o volcado. 
- Resistir las condiciones térmicas a las que puede someterse durante su 
fabricación (altas temperaturas) y uso (bajas temperaturas). 
El sistema de envasado para frutas y hortalizas, a granel, se puede realizar de forma 
manual eligiendo los productos homogéneos tanto en tamaño como en color y de buena 
calidad, pero es un sistema que requiere mucha mano de obra. Por ello,  se realiza cada 
vez más el envasado de forma automatizada con sistemas automáticos de clasificación 
por tamaño y color (FAO, 2014). 
2.4.1. Problemática de los envases plásticos. 
Durante mucho tiempo los polímeros derivados del petróleo han sido la base para la 
elaboración de materiales de envasado debido a su gran versatilidad en propiedades 
físicas, bajo costo y transparencia. En envases plásticos alimentarios, las características 
más importantes a considerar de un polímero para ser seleccionado como material de 
envasado son: propiedades físico-mecánicas (resistencia a la punción, rasgado, 
tensión, impacto y elongación); propiedades barrera (permeabilidad a los gases: 
aromas, olores, dióxido de carbono, vapor de agua y oxígeno) y propiedades ópticas 
(transparencia y opacidad) (Klopffer et al., 2001). 
Los materiales plásticos empleados para la fabricación de envases, en la mayoría de 
los casos, son plásticos sintéticos (derivados del petróleo) debido a que ofrecen una 
buena protección del alimento contra el deterioro del mismo, y tienen buena 
transparencia. Tienen adecuadas propiedades mecánicas y permiten obtener diferentes 
estructuras y diseños con costos bajos.  
En función del tipo de producto a envasar, se pueden utilizar diferentes materiales que 
son ampliamente utilizados, como es el caso del cartón, el papel, las latas de aluminio 
y de hojalata, pero siguen utilizándose mucho los plásticos, como el polietileno (PE), el 
polipropileno (PP), el policloruro de vinilo (PVC), el polietileno de tereftalato (PET) y el 
poliestireno (PS) (Tharanathan, 2003). Uno de los puntos clave de un buen material de 
envasado es que no ceda al alimento componentes del mismo que comprometan la 
calidad y seguridad del alimento, pero tampoco debe permitir que el alimento pierda en 
exceso algún componente que sea importante para la calidad, como pueden ser los 
aromas en algún caso (Castro, 2016).  
Las frutas y verduras son envasadas a granel en cajas de cartón y en envases de 
plástico para su distribución y consumo en supermercados y tiendas. Cuando estos 
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productos se comercializan en pequeños envases, los más habituales son las bandejas 
de PP o PET termoformadas transparentes, aunque también se fabrican en cartoncillo 
o cartón microcorrugado (Tharanathan, 2003).  
Los plásticos sintéticos, aunque sean reciclables, cuentan con el inconveniente de estar 
constituidos por polímeros derivados del petróleo que son muy estables frente a la 
biodegradación (son no biodegradables). Esto conlleva una gran persistencia en la 
naturaleza, durante varias décadas, una vez que son desechados, constituyendo un 
serio problema medioambiental (Cruz-Morfin, 2013). A pesar de lo anterior, la 
producción mundial de plásticos no para de crecer; en el año 2017 alcanzó los 348 
millones de t, un 3,8 % más que en el 2016 (PlasticsEurope, 2018). En efecto, si se 
analiza la producción total de plásticos a nivel mundial, China sigue siendo el principal 
productor con un 29 % del total en 2016, seguido de Europa con un 19 % y América del 
Norte con un 18 %. Debido a la elevada producción de plástico de China, en Asia se 
produce actualmente el 50 % del plástico del mundo. Dentro de Europa, más de dos 
tercios de la demanda de plásticos se concentra en cinco países: Alemania (24,5 %), 
Italia (14,2 %), Francia (9,6 %), España (7,7 %) y Reino Unido (7,5 %) (Greenpeace, 
2017). 
Precisamente, uno de los principales sectores de aplicación que concentró la demanda 
de plásticos por parte de la industria transformadora europea en 2017 fue el del 
envasado (suponiendo el 39,7 % del total) con diferencia frente a las industrias de la 
construcción (19,8 %), la automoción (10,1 %), el sector electrónico y eléctrico (6,2 %), 
el de deporte y ocio (4,1 %) y la agricultura (3,4 %). Los tipos de plásticos más 
demandados, en orden de mayor a menor, fueron el PP (19,3 %), el Polietileno de Baja 
Densidad (LDPE, 17,5 %), Polietileno de alta densidad (HDPE, 12,3 %) y PVC (10,2 %) 
(PlasticsEurope, 2019). 
2.4.2. Envases plásticos biodegradables. Biopolímeros. 
Por todo lo anterior, desde hace años se están desarrollando materiales plásticos 
biodegradables, con las mismas o mejores propiedades que los plásticos 
convencionales, pero con origen renovable y con características biodegradables, siendo 
los llamados biopolímeros. Son materiales derivados de organismos biológicos, como 
los desarrollados en base a celulosas y almidones, que tienen características próximas 
a los plásticos tradicionales (Shimao, 2001). Su uso puede ayudar a reducir el impacto 
sobre el medio ambiente en comparación con los materiales plásticos convencionales, 
además de ofrecer nuevas oportunidades de negocio y ser económicamente viables 
(Shen et al., 2010).  
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La formulación de un material de envase biodegradable debe hacerse para lograr una 
adecuada capacidad de formar una matriz o film con suficiente continuidad y cohesión 
para contener o envolver el producto. Además, es necesario que tenga adecuadas 
permeabilidades al oxígeno y al vapor de agua, y propiedades mecánicas como 
resistencia a la tensión y alargamiento antes de la ruptura. No obstante, la característica 
más importante e innovadora de los biopolímeros es que tenga la capacidad de servir 
de envase para la conservación de alimentos (Cruz-Morfin et al., 2013). 
Los biopolímeros engloban a todos aquellos polímeros que han sido producidos a partir 
de fuentes renovables, ya sean de origen vegetal o animal. Estos biopolímeros, también 
conocidos como polímeros renovables, se clasifican tal como se muestra en la Figura 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para conseguir reducir su coste, es necesario incrementar el uso y las aplicaciones de 
estos polímeros biodegradables. De esta forma se mejorará la acogida por parte del 
mercado, ya que no solo presentan el inconveniente del precio sino también, por 
problemas inherentes a su naturaleza, presentan ciertas deficiencias en cuanto a sus 
propiedades físicas, con respecto a los envases convencionales.  
Figura 1. Clasificación de los biopolímeros según Tang et al., (2012) 
BIOPOLÍMEROS 
Provenientes directamente 
de organismos vivos 
Sintetizados pero su 
procedencia es de un 
recurso renovable 
Proteínas: colágeno, queratina, 
gelatina, gluten de maíz o trigo, 
proteínas de leche o soja. 
Polisacáridos: almidón, derivados 
de la celulosa, quitosano, 
alginatos, carragenatos y pectinas. 
Lípidos: ceras, ácidos grasos y 
monoglicéridos. 
Ácido Poliláctico (PLA) 
Polihidroalcanoato (PHA) 
Polihidroxibutirato (PHB) 
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El desarrollo de materiales de envasado basados en biopolímeros para uso en 
productos frescos ha creado un gran interés entre los investigadores. Actualmente se 
está trabajando mucho en la obtención de películas biodegradables a las que se 
incorporan aditivos que actúan contra la flora microbiana causante de podredumbres en 
productos hortofrutícolas. Se han desarrollado, también, películas a base de almidón 
que tienen propiedades físicas similares a las películas de polímeros sintéticos, puesto 
que son transparentes, no tienen olor ni sabor, son impermeables al dióxido de carbono 
y tienen cierta resistencia a la transmisión de oxígeno. Beltrán y Florez (2018) 
desarrollaron películas de almidón con glicerol como plastificante para el envasado de 
fresas frescas obteniendo buenos resultados de mejora de la vida útil, la cual se alargó 
de 14 a 21 días.  
También, se han realizado estudios sobre el uso de films o películas plásticas a base de 
proteínas, que incluyen agentes antimicrobianos, para alargar la vida útil del producto, 
así como mejorar la seguridad y calidad del mismo. Así, Gutiérrez et al. (2009) 
desarrollaron un material de envasado biodegradable antimicrobiano que incluía una 
combinación de aceites esenciales junto con aromas comúnmente utilizados en la 
industria alimentaria (vainilla, plátano y fresa). Pudieron verificar que usando estos films 
con una concentración de antimicrobiano elevada (4 %) conseguían la inhibición de la 
mayoría de mohos y levaduras. 
 
2.5. INTERÉS DEL ENVASADO ACTIVO. 
En la actualidad, la mayor parte de los productos alimenticios se suministran a los 
consumidores envasados. Incluso aquellos que están envasados a granel, como las 
frutas y hortalizas frescas, se colocan en bolsas para su pesado y transporte al hogar 
en la última etapa de su distribución. Tanto los envases a granel como los envases 
primarios más pequeños pueden ser activos para desarrollar funciones de conservación 
del producto, y ser diseñados teniendo en cuenta que los consumidores demandan 
alimentos frescos sin conservantes de síntesis (Tang et al., 2012).  
Los envases activos son capaces de tener una serie de interacciones con el producto, 
alargando la vida útil del mismo, manteniendo su calidad, y mejorando la seguridad y 
atributos sensoriales (Gutiérrez et al., 2009). Legalmente, el Reglamento (UE) nº 
1935/2004 Materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos, define 
los envases activos como: “materiales y objetos destinados a ampliar el tiempo de 
conservación, o a mantener o mejorar el estado de los alimentos envasados, y que están 
diseñados para incorporar deliberadamente componentes que transmitan sustancias a 
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los alimentos envasados o al entorno de éstos o que adsorban sustancias de los 
alimentos envasados o del entorno de éstos” (EUR-lex, 2016). El objetivo de estos 
envases no es sólo incrementar la vida útil del producto, sino también obtener resultados 
beneficiosos en la logística y distribución de los productos. Por ejemplo, reducir las 
cantidades de desperdicio de alimentos, reducir los costes en el envasado del producto, 
mejorar el manejo y el etiquetado, etc. (Wilson-Charles, 2008). 
Con esta definición se amplía el concepto de envase activo con respecto al envasado 
tradicional. Es decir, el envase pasa de ser un mero contenedor a desempeñar un papel 
activo en el mantenimiento o incluso mejora de la calidad del alimento envasado (Tian 
et al., 2010). Los envases activos pueden conseguirse por diversos medios, pero son 
dos básicamente los procedimientos de actuación: (i) la introducción del agente activo 
en el interior del envase junto con el producto envasado, y (ii) la inclusión del elemento 
activo en el material de envase (Catalá, 2001). 
Con el envasado activo se pretende mantener el producto en condiciones óptimas, 
protegiéndolo de los agentes responsables de la alteración biológica, enzimática, 
química y física. El envasado convencional también tiene ese objetivo, pero mientras 
que con este se pretende minimizar los efectos de un número limitado de variables 
externas (luz, oxígeno, agua, calor, insectos, microorganismos, polvo, etc.), con el 
envasado activo se pretende mantener todas esas variables controladas en unos 
determinados niveles (Cruz et al., 2013). 
Los envases activos se pueden clasificar en dos grandes grupos (Cruz et al., 2013): 
 
a. Los envases adsorbedores o eliminadores, como aquellos que adsorben 
sustancias químicas del aire interior del envase. Esto implica una transferencia 
de masa desde el aire contenido en el envase al sistema activo del envase.  
Son de destacar los adsorbedores de oxígeno, de etileno, de vapor de agua, y 
de componentes volátiles que originan olores y sabores desagradables en el 
alimento. 
b. Los envases liberadores o emisores, como aquellos que liberan sustancias 
activas hacia el interior del envase. Esto implica una transferencia de masa 
desde el sistema o material activo al contenido del envase, como agentes 
antimicrobianos, antioxidantes, aromatizantes, saborizantes, colorantes, 
ingredientes alimentarios y extractos y aceites esenciales de plantas con acción 
antimicrobiana o antioxidante. 
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2.5.1. Agentes antimicrobianos y métodos de aplicación al envase activo. 
El uso de antimicrobianos como conservantes es muy común en la industria alimentaria. 
Durante muchos años se han utilizado antimicrobianos sintetizados químicamente, pero 
estos tienen un gran rechazo por parte de los consumidores, ya que su uso se asocia a 
intoxicaciones, cáncer y otras enfermedades degenerativas. Esto ha creado la 
necesidad de buscar alternativas a esos conservantes sintéticos, buscando que tengan 
como mínimo las mismas propiedades antimicrobianas y mejor compatibilidad con el 
alimento. Los antimicrobianos químicos más utilizados son los benzoatos, nitritos y 
nitratos, y anhídrido sulfuroso, entre otros (González et al., 2013), tal como se muestra 
en la Tabla 11. 
Tabla 11. Compuestos químicos de acción antimicrobiana (Adaptada de Moreno, 2002) 
Antimicrobiano Microorganismos sobre los que actúa 
Ácido propiónico y propionatos Mohos 
Ácido sórbico y sorbatos Mohos 
Ácido benzoico y benzoatos Mohos y Levaduras 
Dióxido de azufre y sulfitos Bacterias, Mohos y Levaduras 
Óxido de etileno y propileno Mohos y Levaduras 
Diacetato de sodio Mohos 
Nisina Bacterias ácido lácticas, Clostridia 
Nitrito de sodio Clostridia 
 
La mayor parte de los antimicrobianos alimentarios solamente son bacteriostáticos o 
fungistáticos, en lugar de bactericidas o fungicidas, por lo que su efectividad sobre los 
alimentos es limitada. Por otra parte, debido a que algunos microorganismos pueden no 
verse inhibidos o destruidos por las dosis recomendadas individualmente, puede ser 
preferible utilizar una combinación de ellos (Moreno, 2002).  
Los antimicrobianos naturales se obtienen de hierbas, especias y plantas 
principalmente. Su actividad es generalmente atribuida a los compuestos fenólicos 
presentes en sus extractos, y se ha observado que la grasa, concentración de sales, 
pH, proteína y temperatura pueden afectar a la actividad antimicrobiana de estas 
sustancias (Cabrera, 2019).  
Los envases con actividad antimicrobiana son un tipo de envase activo en el cual el 
producto, el envase y el ambiente interactúan entre sí para reducir o retardar el 
crecimiento microbiano con el fin de prolongar la vida útil del producto. Estos están 
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específicamente diseñados para controlar el crecimiento de cualquier microorganismo 
que altere la estabilidad del alimento. Pero esos envases antimicrobianos no sustituyen 
a ningún otro sistema de calidad como las buenas prácticas de higiene y manufactura 
(Michelena et al., 2019).  
Algunos de los envases antimicrobianos implican la incorporación de los agentes 
antimicrobianos en el mismo material de envase o como recubrimiento del mismo, 
normalmente aplicado en la cara en contacto con el alimento que se envasa. Así, se 
puede conseguir un efecto de liberación del agente activo, permitiendo su migración 
desde el envase hacia el alimento, consiguiendo una acción antimicrobiana en la 
superficie del alimento sólido. También, el agente activo puede quedar adsorbido 
(inmovilizado en el material de envase), y no se produce una liberación del agente 
antimicrobiano, sino que inhibe el crecimiento microbiano en la superficie del alimento 
en contacto con el envase. Este tipo de envase es menos efectivo en alimentos sólidos 
que en líquidos, ya que, en el caso del alimento sólido, no todo el alimento puede estar 
en contacto con el envase (Lee et al., 2008), a no ser que se tenga un envasado al 
vacío. 
Otro método de aplicación del agente activo es mediante el uso de recubrimientos 
comestibles que incluyen el componente antimicrobiano. Estos recubrimientos están 
basados en una capa delgada que se forma directamente sobre la superficie de los 
productos vegetales como una envoltura protectora. Se elaboran a partir de una gran 
variedad de proteínas, polisacáridos y lípidos, aunque los más utilizados son los 
recubrimientos a base de polisacáridos (Fernández-Valdés et al., 2015). Algunos 
autores han desarrollado recubrimientos utilizando tres polisacáridos diferentes: almidón 
de maíz, goma guar y pectina de bajo metoxilo. Este recubrimiento fue aplicado sobre 
la superficie de productos hortícolas tales como pera, limón y aguacate, llegando a la 
conclusión de que estos polisacáridos mostraban mejora en la adherencia, viscosidad y 
flexibilidad del recubrimiento cuando era aplicado sobre la superficie de estos frutos 
(Ramos-García et al., 2018). 
Varios autores atribuyen otros efectos a los recubrimientos, a base de polisacáridos, 
como es la mejora de los atributos de calidad del producto. Se realizó un estudio en el 
que se recubrieron coles de Bruselas (Brassica oleracea) con una mezcla de almidón 
de maíz, hidróxido de sodio y glicerol. Las muestras con este recubrimiento presentaron 
una mejora en la firmeza, color y menor deshidratación en comparación con las 
muestras control, sin recubrimiento (De Ancos et al., 2015). 
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El desarrollo de estos recubrimientos comestibles ha ido evolucionando hasta incorporar 
en su matriz agentes antimicrobianos capaces de inhibir microorganismos. Un ejemplo 
de esto último es el uso de quitosano, que presenta actividad antifúngica, que inhibe el 
crecimiento de hongos causantes de la mayoría de las enfermedades postcosecha. Los 
recubrimientos con quitosano forman una cubierta en la superficie de los frutos que 
actúa como una barrera mecánica para proteger al fruto de infecciones causadas por 
mohos, ayudando así a disminuir pérdidas postcosecha durante el almacenamiento del 
producto (Mejía et al., 2018). Por ejemplo, el uso de recubrimientos de quitosano en una 
concentración de 15 mg/mL inhibió el crecimiento de Botrytis cinerea y Rhizopus 
stolonifer en fresa fresca. Los signos de desarrollo de estos hongos aparecieron 5 días 
después de ser almacenados a 13  ºC, mientras que en el control se observó crecimiento 
de estos microorganismos a las 24 horas (Domini, 2018). 
El mecanismo de acción de los antimicrobianos no está completamente establecido, 
pero se considera, en términos generales, que actúan generando en el microorganismo 
una inhibición de la biosíntesis de los ácidos nucleicos, un daño en la integridad de sus 
membranas, y también provocando una interferencia en los procesos metabólicos 
esenciales (Sánchez, 2016). 
2.5.2. Uso de los aceites esenciales (AEs) como agentes antimicrobianos. 
Dentro de los tipos de envases activos destacan los que presentan actividad 
antimicrobiana, capaces de reducir o retardar el crecimiento microbiano con el fin de 
prolongar la vida útil del producto (Lee et al., 2008). Estos agentes antimicrobianos se 
incorporan dentro de la estructura del envase liberándose al interior de este e 
interactuando con el alimento, con el fin de inhibir el crecimiento de cualquier tipo de 
microorganismo patógeno o alterante de su calidad. Numerosas investigaciones han 
puesto de manifiesto el efecto antimicrobiano que tienen los AEs extraídos de plantas 
aromáticas y especias (Espina et al., 2011; Ramos et al., 2012; Pino-Pérez et al., 2018). 
De este modo, el uso de los AEs para el control microbiano se ha convertido en una de 
las áreas de investigación más importantes con el objetivo de sustituir a los 
conservantes sintéticos. Muchas hierbas y especias contienen AEs que son 
antimicrobianos como los AEs de clavo, ajo, orégano, perejil, mostaza y vainilla, entre 
otros. Por su actividad antimicrobiana demostrada, también se puede utilizar uno o 
varios de sus componentes, principales o no, de estos AEs. Es decir, se pueden utilizar 
mezclas de los AEs puros, con o sin la adición de uno o más de sus componentes 
mayoritarios, dependiendo de cada aplicación y del tipo de microorganismo cuyo 
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crecimiento se quiera inhibir (Espina et al., 2011; Ramos et al., 2012; Pino-Pérez et al., 
2018). 
Los AEs son las fracciones líquidas volátiles que contienen las sustancias responsables 
del aroma de las plantas y que son tan importantes en la industria cosmética, alimentaria 
y farmacéutica. Contienen distintas sustancias orgánicas volátiles que pueden ser 
monoterpenos, sesquiterpenos, y sus derivados oxigenados, como aldehídos, cetonas, 
ácidos y alcoholes (Espina et al., 2011). Son intensamente aromáticos, y son insolubles 
en agua y solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales (Guerra-Alva y 
Pandura-Vele, 2012). La gran mayoría presenta olores agradables, aunque existen otros 
de olor desagradable como los AEs de ajo y cebolla, debido a que en su composición 
se encuentran compuestos azufrados. Los AEs pueden ser aceites puros de origen 
vegetal, procedentes de brotes o yemas, flores, hojas, tallos, ramas, semillas, frutos, 
raíces, o la madera o corteza, o una mezcla de los mismos (Pino-Pérez et al., 2018). 
Estos AEs son sintetizados por las plantas como metabolitos secundarios, presentando 
un aroma distintivo de la planta de origen, y pueden ser extraídos mediante métodos 
físicos como puede ser la destilación a vapor, siendo ésta la más empleada, o mediante 
hidrodestilación o extracción mediante disolventes. Los AEs tienen un papel muy 
importante en la protección de las plantas, actuando como agentes antimicrobianos, 
antivirales, antifúngicos e insecticidas. Poseen una composición química muy compleja 
que consiste en una mezcla de sustancias orgánicas normalmente con peso molecular 
menor de 400 Da y presión de vapor suficientemente alta para volatilizarse a 
temperatura ambiente (Ruiz et al., 2015). 
El principal obstáculo para el uso de estos AEs como conservantes de alimentos es que 
tienen un olor y sabor muy fuerte si se aplican en dosis elevadas, y pueden generar un 
efecto sensorial negativo en el producto. Sin embargo, tienen la ventaja de que son 
fácilmente volatilizados y desaparecen de manera muy rápida, no dejando 
prácticamente residuos si se aplican superficialmente (Espina et al., 2011).  
Los AEs se clasifican según diferentes criterios, como son: consistencia, origen y la 
naturaleza química de sus componentes mayoritarios (Figura 2). 
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Estos AEs tienen un efecto antimicrobiano debido a los compuestos fenólicos, 
terpénicos y otros compuestos volátiles que poseen. Estos compuestos tienen la 
capacidad de alterar las paredes de las células microbianas, aunque sus mecanismos 
precisos de acción no han sido del todo dilucidados. Es importante tener en cuenta que 
la actividad antimicrobiana de los AEs depende principalmente de su carácter hidrófobo 
o lipofílico, y del contenido de determinados compuestos químicos. Pero también, la 
actividad antimicrobiana depende del tipo de microorganismo que se desea inhibir 
Figura 2. Clasificación generalizada de los aceites esenciales (A partir de información recogida de 
Martínez, 2001) 
ACEITES 
ESENCIALES 
Consistencia 
Origen 
Esencias fluidas: líquidos volátiles a 
temperatura ambiente. 
Bálsamos: de consistencia más espesa, 
son poco volátiles y propensos a sufrir 
reacciones de polimerización. 
Oleorresinas: tiene el aroma de las plantas 
en forma concentrada y son típicamente 
líquidos muy viscosos o sustancias 
semisólidas. 
Naturales: se obtienen directamente de la 
planta y no sufren modificaciones físicas ni 
químicas posteriores. 
Artificiales: se obtienen a través de 
procesos de enriquecimiento de la misma 
esencia con uno o varios de sus 
componentes. 
Sintéticos: productos obtenidos por la 
combinación de sus componentes los 
cuales, la mayoría, son producidos por 
procesos de síntesis química. Son los más 
económicos y utilizados como aromatizantes 
y saborizantes. 
Monoterpenoides: ricos en monoterpenos 
(albahaca, salivia, etc.). 
Sesquiterpenoides: ricos en 
sesquiterpenos (pino, junípero, copaiba, 
etc )  
Fenilpropanoides: ricos en fenilpropanos 
(clavo, canela, anís, etc.). 
Naturaleza 
química 
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(López et al., 2005). También, muchas investigaciones han puesto de manifiesto que el 
uso de vapores de estas sustancias tiene mayor efecto antimicrobiano que cuando se 
aplican de forma líquida. Esto puede ser especialmente interesante en la inhibición del 
crecimiento de mohos en frutas y hortalizas frescas, ya que debido a su crecimiento 
superficial pueden ser más sensibles a los vapores de los AEs (Edris y Farrag, 2003). 
En efecto, un estudio realizado por Kloucek et al. (2012) verificó el efecto antimicrobiano 
en fase de vapor de 69 AEs, demostrando que 39 de ellos tuvieron una actividad 
antimicrobiana, siendo los mohos más sensibles a los vapores de AEs que las bacterias. 
Otros autores estudiaron el efecto de los AEs sobre la actividad antibacteriana y 
antifúngica empleando 3 AEs de canela, tomillo y orégano. El estudio se realizó sobre 
ciertos microorganismos y mohos, y demostró que estos aceites tienen mayor efecto 
antifúngico que antibacteriano (Caballero et al., 2016). Otro estudio evaluó el efecto de 
los AEs a diferentes concentraciones sobre la acción antifúngica, in vitro,  y se obtuvo 
un efecto significativo de estos AEs (Montero-Recalde et al., 2017, 2018).  
A pesar de haberse realizado numerosos estudios que han investigado sobre la 
actividad antimicrobiana de los AEs en alimentos, se ha comprobado que la eficacia de 
los AEs es frecuentemente mayor in vitro que in vivo, cuando son aplicados en los 
alimentos en condiciones reales de conservación (Van Long et al., 2016). 
 
2.6. ENVASE ACTIVO DE CARTÓN. 
2.6.1. Posición del envase de cartón dentro de los envases 
sostenibles/biodegradables. 
Los materiales empleados para la fabricación de envases, como ya se ha comentado 
anteriormente, suelen ser plásticos sintéticos por sus numerosas ventajas, aun sabiendo 
el grave problema medioambiental que estos presentan al no ser biodegradables. Todo 
esto genera una percepción negativa por parte de la sociedad, por lo que existe cierta 
presión por usar envases de cartón. Numerosas investigaciones proponen el uso de 
materiales fáciles de reciclar y sostenibles, como la utilización de envases de cartón en 
todas sus formas (Mercado et al., 2019).  
Este es uno de los motivos del uso creciente del envase de cartón corrugado o 
microcorrugado. Además, el cartón corrugado, que puede ser de los tipos doble-cara, 
doble-doble cara, y triple ondulado, y con onda grande, onda mediana, onda pequeña y 
microcanal (Figura 3) (que se denomina también como cartón microcorrugado), tiene 
unas propiedades mecánicas que se adaptan muy bien a los envases que se necesitan 
en el envasado de frutas y hortalizas frescas (AFCO, 2018).  
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Las cajas de cartón se utilizan para el envasado a granel de estos productos frescos, 
usando cajas de distintos tipos y diseños, como por ejemplo los tipos de formatos 
comprendidos dentro de la Norma UNE 137005:2005. Esta norma especifica las 
dimensiones exteriores y la designación de los envases y embalajes de cartón ondulado 
interapilables para frutas y hortalizas de bases modulares, como las de dimensiones 
600mm x 400mm x 300mm apilables entre sí (Norma UNE 137005:2005). 
 
 
 
 
Para el envasado de pequeñas cantidades, normalmente menos de 1 kg, de frutas y 
hortalizas las cajas o bandejas de cartón pueden ser de cartón microcorrugado o de otro 
tipo. En estas aplicaciones, las cajas de cartón o barquetas pueden ir envueltas 
totalmente o parcialmente con una lámina de material polimérico, aplicada según el 
conocido sistema de flow-pack o simplemente como un cubre. En el formato con 
envoltura total flow-pack se utilizan normalmente cajitas o barquetas de cartón 
microcorrugado y son aplicadas al envasado de pequeñas cantidades de frutas y 
hortalizas (López-Gómez, 2016). 
 Desde hace ya una década, España se mantiene entre los países europeos que mayor 
volumen de cartón ondulado produce, concretamente ocupando la cuarta posición por 
detrás de Alemania, Italia y Francia. En 2017, nuestro país produjo 5.201 millones de 
metros cuadrados (m2)  de este material, un 5,02 % más que en el año 2016. En 2018 
según el informe sectorial de la industria del cartón ondulado, España se mantuvo como 
cuarto productor europeo en volumen, con 5.286 millones de m2 (Figura 4) (AFCO, 
2018). 
La industria del cartón ondulado supone una fuente de riqueza para España, ayudando 
de manera significativa al crecimiento económico del país, creando puestos de trabajo 
Figura 3. Diferentes tipos de cartón ondulado (Fuente: Kartox.com) 
Triple ondulado 
Doble-doble cara 
Doble cara 
Simple ondulado 
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locales y apostando siempre por el desarrollo sostenible. El principal consumidor de 
cartón ondulado en España correspondió al sector de productos agrícolas, con un 
23,3%. Por detrás del sector de la agricultura, se sitúa el sector alimenticio con un 16,4% 
y el sector de las bebidas con un 15%. Esta industria se ha visto fortalecida por unas 
cifras que demuestran la preferencia del consumidor por un material respetuoso con el 
medio ambiente, más higiénico, que alarga la vida del producto fresco, y que optimiza 
el almacenaje, la logística y el transporte (Fruittoday, 2017).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un reciente estudio elaborado por la Asociación Española de Fabricantes de envases y 
embalajes de cartón ondulado (AFCO) y Estrategia e Investigación Sociológica, ha 
situado al cartón ondulado como el envase que goza de una mayor reputación y 
aceptación medioambiental entre los españoles. En comparación con otros materiales, 
el cartón se encuentra en la cima con un 41,7 % de aceptación, frente al vidrio con un 
28,4 %, madera con un 13,9 % seguido del plástico con un 5,7 % y el aluminio con un 
2,3 % (AFCO, 2018). 
2.6.2. Proceso de fabricación del cartón y limitaciones de desarrollo. 
El cartón es un material construido por varias capas de papel intercaladas, elaboradas 
a base de fibra virgen o de papel reciclado. El grosor y el volumen son aspectos 
importantes en el proceso de elaboración del cartón corrugado, ya que deberá soportar 
cargas de relativamente elevado peso, además de realizar otras funciones mecánicas, 
sin alterarse su forma. El uso de este tipo de cartón constituye un sistema de envasado 
versátil, ligero, económico, reciclable y muy práctico, además de ser un material eficiente 
para la distribución, transporte y almacenamiento de productos, especialmente frutas y 
hortalizas frescas a granel o envasadas en envases primarios (Mendoza-Robledo, 
2018). 
Figura 4. Producción de cartón, en millones de m2, en España desde el año 2008 hasta el año 2018 
(Fuente: AFCO) 
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El cartón corrugado se fabrica en un sistema de procesado de alta precisión formado 
por una combinación de varias máquinas, conocido como onduladora o corrugadora. En 
el proceso de fabricación del cartón se diferencian dos partes: la parte húmeda y la parte 
seca. Todo comienza en el área de diseño gráfico que crea un prototipo de caja de 
cartón mediante un software específico, teniendo en cuenta las propiedades 
estructurales (cumpliendo con unas especificaciones de dimensiones del producto y 
tamaño de la caja, peso del producto, y las condiciones ambientales a las cuales estará 
sometida la caja durante el almacenamiento con el producto envasado). A continuación, 
se organiza la fabricación del cartón en planchas. Para ello, el papel en bobinas pasa 
por la línea de la onduladora que incluye una serie de rodillos pesados. Estos rodillos 
tienen dos funciones principales: precalentar y ondular la capa interior de papel del 
cartón ondulado. La lámina de papel interior o tripa, previamente calentada, pasa por 
unos rodillos con estrías o rebordes que ondulan (o acanalan) el papel para después 
pegarlo con adhesivos a una lámina inferior primero, y otra superior, después, hasta 
obtener la plancha de cartón ondulado o corrugado (Figura 5) (Allansson y Suärd, 2001). 
La lámina inferior es la que se recubre con una emulsión en base agua de ceras o 
compuestos poliméricos acrílicos para conseguir la impermeabilidad del cartón para 
envasar productos hortofrutícolas frescos (Nowacka et al, 2018). 
 
 
 
Un apartado importante es controlar la calidad de los papeles kraft, del papel corrugado 
o tripa, del encolado y que el acabado de la plancha de cartón esté perfecto, así como 
también la impresión, el troquelado, y el formado final de las cajas de cartón, para 
Figura 5. Proceso de fabricación del cartón corrugado (adaptada de Allansson y Suärd, 2001) 
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cumplir con las garantías de calidad del fabricante y con las expectativas del cliente final 
(Allansson y Süard, 2001).  
Las cajas de cartón corrugado están formadas normalmente por múltiples capas de 
cartón ondulado (Figura 3) con la funcionalidad de mejorar la resistencia mecánica, 
acolchar y proteger mejor a los alimentos de golpes, y así evitar pérdidas por 
podredumbres. En este sentido, es importante controlar la calidad de las fibras de 
celulosa, las propiedades mecánicas y de impermeabilización de los revestimientos, así 
como las propiedades estructurales del envase obtenido para poder garantizar 
resistencia a fuerzas de compresión, impactos, vibraciones o una combinación de las 
tres (Frank, 2014). 
Por otro lado, el envase de cartón destinado al transporte de productos hortofrutícolas 
frescos debe tener un adecuado sistema de ventilación para evitar la acumulación de 
calor y dióxido de carbono, por lo que posee ventanas laterales y orificios –en el fondo 
de la caja y en los laterales– que mejoran el flujo de aire alrededor del producto 
envasado (para conseguir un mejor enfriamiento durante la refrigeración y una 
adecuada ventilación del producto). Al mismo tiempo, tal como se ha indicado 
anteriormente, el envase de cartón corrugado deber de ser capaz de resistir altas 
fuerzas de compresión (por apilamiento de cajas en pallets) durante todo el tiempo de 
almacenamiento y transporte. En este sentido, Jinkarn et al. (2006) observaron una 
correlación entre el tamaño de las aberturas del sistema de ventilación y la resistencia 
mecánica del envase de cartón. Esta es la razón de que, para reducir la pérdida de 
resistencia mecánica, se incorporen refuerzos en las paredes del envase de cartón 
Biancolini y Brutti, 2003). 
Durante el proceso de fabricación del cartón corrugado se pueden presentar algunos 
problemas conocidos como “Warp” y “Washboarding”, que son debidos al desequilibrio 
o diferencias de contenido de humedad entre las capas de papel dentro del cartón 
corrugado, y que dan lugar a la deformación del envase. Esto se produce por la 
naturaleza hidrofílica de la celulosa. En efecto, los cartones son propensos a adsorber 
vapor de agua del aire que le rodea, especialmente cuando se utilizan como material de 
envasado de productos hortofrutícolas frescos. La adsorción de humedad puede reducir 
la resistencia mecánica de los cartones, causando su deterioro y la pérdida de la 
funcionalidad principal del envase como es la de contener. Esta es la razón de que 
normalmente, para el envasado de frutas y verduras frescas, se traten los cartones con 
un recubrimiento que consiste en una emulsión de cera o parafina. Estos recubrimientos 
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pueden ser biodegradables, siendo totalmente compatibles con el reciclado del cartón 
(Frank, 2014; Nowacka et al, 2018). 
Además del uso de parafina, se ha propuesto como recubrimiento el uso de láminas de 
ácido poliláctico (PLA), un biopolímero producido a partir de la fermentación de la 
glucosa obtenida a partir de almidones de distintas fuentes como el trigo, maíz y 
melazas. Este film de polímero biodegradable permite mejorar la impermeabilidad del 
cartón cuando se aplica como recubrimiento del mismo (García-García et al., 2012). Una 
investigación realizada por Rhim et al. (2007) estudió el uso del PLA como recubrimiento 
del cartón para mejorar su resistencia al agua. Estos autores pusieron de manifiesto que 
las características de barrera frente al vapor de agua fueron mejoradas en el cartón con 
recubrimiento de film de PLA, obteniendo los mejores resultados cuando el 
recubrimiento se hacía con una solución de PLA al 3 % p/v. 
Por otro lado, los procedimientos habituales de envasado de las frutas y hortalizas 
frescas, que implican el uso de estas cajas de cartón, sin carácter activo, en sus 
diferentes formatos, en combinación con la conservación refrigerada, a temperaturas 
por encima de 1 ºC, pueden dar lugar a problemas de seguridad alimentaria por la 
presencia de microorganismos sobre los productos, teniendo también problemas de vida 
útil del producto que puede ser relativamente reducida (López-Gómez, 2016). 
Una patente española ha desarrollado un envase activo de cartón recubierto con PLA 
que se caracteriza por tener propiedades absorbentes de etileno y de vapor de agua, 
por lo que interacciona con la atmósfera reinante en el interior del envase lleno de 
producto fresco (eliminando parte del etileno y del vapor de agua), y de esta manera 
consigue una mejor conservación del producto hortofrutícola que contiene, alargando 
de forma importante su vida útil comercial (García-García et al., 2012). Además, este 
envase puede tener actividad antimicrobiana cuando la lámina de PLA incorpora AEs, 
permitiendo el control de la proliferación de microorganismos patógenos y de deterioro 
del producto hortofrutícola que se envasa. La película de PLA con agentes 
antimicrobianos se puede fabricar mediante extrusión de la mezcla, según 
procedimientos industriales ya establecidos. Las planchas de cartón microcorrugado se 
recubren después con este film de PLA para su posterior troquelado y formado (García-
García et al., 2012). Este envase activo se ha validado en conservación de tomate. Se 
ha podido comprobar que este recubrimiento de film de PLA se van liberando los 
vapores de AEs que permiten mantener el control del desarrollo microbiano y así evitar 
el deterioro del tomate fresco. El envase activo patentado es una bandeja, que a su vez, 
está envuelta con una lámina de LDPE que permite la evacuación de parte del vapor de 
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agua que se genera en el interior del envase, y la evacuación de parte del etileno que 
se va generando, obteniendo unas condiciones adecuadas para la conservación del 
fruto (García-García et al., 2012). Otras soluciones de envases utilizan envolturas 
(envasado en flow-pack con el producto en tarrina o cesta) con determinados films 
plásticos con distinto grado de permeabilidad a los gases y vapor de agua, permitiendo 
así controlar la composición gaseosa en la atmósfera del interior del envase de 
productos hortofrutícolas frescos. Pero estas soluciones puede que no sean adecuadas 
para ciertas hortalizas que producen ciertas cantidades de etileno y vapor de agua 
(Peron y Razeti, 2008; Wilson, 2008). Esta es la razón por la que actualmente se utilizan 
mucho los envases con envolturas macroperforadas (flow-pack con envoltura de film 
macroperforado) para dejar salir el etileno que es producido por los productos 
hortofrutícolas. Aunque, con esta solución no se controla la composición de O2 y CO2, y 
tampoco la humedad, ya que el envase está relativamente abierto al exterior. 
 
2.7. DESARROLLO DE UN ENVASE ACTIVO DE CARTÓN CON CARÁCTER 
ANTIMICROBIANO Y DE ABSORCIÓN DE ETILENO. 
2.7.1. Propuestas de envases activos de cartón. 
Se han propuesto diferentes soluciones de envasado activo para frutas y hortalizas 
frescas. Algunas de ellas se recogen en patentes como las que se describen a 
continuación. 
La patente de Wood et al. (2011), de número EP 2 512 232 A1 y de título “Maturation or 
ripening inhibitor release from polymer, fiber, film, sheet or packaging”, se refiere a 
composiciones de poliolefinas termoplásticas, polímeros, fibras, tejidos, películas, 
cierres, y laminados que incluyen un polímero y compuesto de ciclodextrina (CD) con 
un inhibidor de la maduración que es volátil. El inhibidor (el 1-MCP) se introduce en esos 
materiales de envasado y se libera bajo condiciones controladas de humedad. Con esta 
solución de envasado se podría controlar el proceso de deterioro de las frutas y 
hortalizas envasadas. Pero esta propuesta no se refiere a envases de cartón, y lo que 
propone es un material de envase que libera sustancias inhibidoras de etileno, pero no 
sustancias antimicrobianas, como el envase propuesto por Alarcón-García et al. (2015), 
que desarrollaron un envase activo que incorpora AEs de cítricos (limón, pomelo y 
naranja) para controlar el hongo Botrytis cinerea en fresa. Estos autores realizaron 
pruebas in vitro empleando tres concentraciones diferentes de estos antimicrobianos 
por separado y empleando combinaciones entre ellos, para determinar si la mezcla de 
éstos podría aumentar la inhibición del hongo. Una vez obtenidos los resultados in vitro, 
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fabricaron el envase con la combinación de AEs seleccionada por su mayor inhibición 
del crecimiento micelial del hongo. Estos autores concluyeron que la concentración más 
elevada de AE de limón inhibe en torno al 24-28 % de los micelios del hongo Botrytis 
cinerea a los 10 días de incubación.  
Otra patente es la de García-García et al. (2012), de número ES 2 393 388 B1, y de 
título “Envase activo para conservación de productos vegetales frescos”, que se refiere 
a un envase activo para conservación de productos vegetales frescos que se caracteriza 
por aportar propiedades de absorción de etileno, control de vapor de agua y actividad 
antimicrobiana. Este envase activo consta de un recipiente de material biodegradable 
como el cartón, recubierto en su superficie interna de una lámina de un biopolímero con 
capacidad de absorción de etileno y vapor de agua, tal como el PLA, en la que se 
incorporan AEs naturales con acción antimicrobiana, pero no encapsulados en 
ciclodextrinas (CDs). Con esta solución de adición de los AEs al PLA ocurre que éstos 
se liberan continuamente desde esta capa de PLA y el envase huele y pierde sus 
propiedades antes de que se utilice con el producto a envasar. 
También es interesante destacar la patente de Nerín de la Puerta et al. (2008), de 
número ES 2 289 930 B1 y de título “Envase activo inhibidor de patógenos alimentarios”. 
Esta propuesta consiste en un envase activo antimicrobiano que comprende un soporte 
de papel, cartón, corcho, aluminio, o madera, y un recubrimiento activo del mismo. Y 
dicho recubrimiento consiste en una formulación de parafina y extractos de plantas 
naturales, pero no encapsulados en ciclodextrinas. 
En estas dos últimas patentes, las sustancias antimicrobianas que utilizan se liberan 
continuamente desde que se fabrica el envase, y no de forma modulada desde el 
momento en que el producto fresco es envasado. Además, las condiciones de 
fabricación del material del envase de cartón (que implica su sometimiento a 
temperaturas superiores a 100 ºC), pueden hacer que se pierdan por evaporación una 
parte importante de estas sustancias antimicrobianas volátiles añadidas en el 
recubrimiento del cartón. Por otro lado, la mayoría de las patentes actuales sobre 
envases de cartón se refieren a envases activos que tienen solamente una actividad, a 
excepción de la patente García-García et al. (2012) de número 2393388 B1.  
Por último, la patente de Rodler y Fleischmann (2010), de número US 2010 0092 634 
A1 y titulada “Method for increasing the shelf life of agricultural products which produce 
ethylene, during transport, sale, presentation and/or storage”, se refiere a un 
recubrimiento o material que se aplica al cartón, o a algunas de sus capas de papel, que 
tiene actividad de absorción de etileno. De esta manera, según los autores de la patente, 
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los productos envasados en cajas de cartón abiertas que incluyen este material 
absorbente de etileno, pueden conseguir una vida útil más larga. El problema de este 
envase activo es que tiene solo actividad de absorción de etileno pero no actividad 
antimicrobiana. 
Por todo lo anterior, López-Gómez (2016) propuso la solución tecnológica avanzada de 
envase activo que se basa en el uso de AEs encapsulados en β-ciclodextrinas (β-CDs) 
aplicados junto con el recubrimiento en el cartón en combinación con la citada emulsión 
en base agua que se aplica para aumentar la impermeabilidad al vapor de agua. Este 
envase tiene la particularidad de que se mantiene estable durante su tiempo de 
almacenamiento antes de su uso en el envasado del producto, y comienza a actuar 
como envase activo antimicrobiano justo cuando el producto se carga y es almacenado 
a HR elevada y baja temperatura. Este envase de cartón se caracteriza porque posee, 
al menos en una de las caras interiores del envase, un recubrimiento activo 
antimicrobiano que comprende un compuesto polimérico (que puede ser una cera o 
parafina) y complejos de inclusión de β-CDs con AEs, o de componentes de estos 
aceites o mezcla de ambos.  
Estos AEs muestran excelentes propiedades antimicrobianas in vitro en una amplia 
diversidad de microorganismos patógenos y de deterioro de los alimentos, tal y como 
se ha visto en apartados anteriores (Pastrana-Puche et al., 2017). Sin embargo, la 
actividad antimicrobiana in vivo de los AEs puede ser reducida, debido principalmente a 
su rápida evaporación y a otras reacciones de oxidación. Por eso es necesario la 
aplicación de concentraciones elevadas de AEs que pueden desencadenar problemas 
relacionados con modificaciones de las características organolépticas del producto. Esta 
evaporación de los AEs se puede evitar a través de su encapsulación en diferentes 
moléculas hospedadoras capaces de albergar en su interior este tipo de sustancias, 
como son las ciclodextrinas (CDs) o los nanotubos de halloysita (HNT, Halloysite 
nanotubes, en inglés) (Wen et al., 2016; Matiacevich y Sáez, 2018). 
2.7.2. Encapsulación de los AEs usando CDs y HNT en el desarrollo de un envase 
activo de cartón para el envasado a granel de tomates y pimientos frescos. 
Los primeros métodos de encapsulación se desarrollaron entre los años 1930 y 1940 de 
la mano de la National Cash Register, cuya evolución ha llevado al desarrollo de 
numerosos métodos de encapsulación entre los que se encuentran procesos como el 
secado por atomización, secado en lecho fluidizado, atrapamiento en liposomas, 
coacervación, polimerización artificial y la encapsulación molecular que usa CDs para la 
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encapsulación de estos AEs formando los denominados complejos de inclusión 
(Marques, 2010).  
En esta Tesis se trata de validar la tecnología de envases activo de cartón propuesta 
por López-Gómez (2016) en su aplicación al envasado a granel de pimientos y tomates 
frescos. Además, se analiza el interés de que los AEs sean encapsulados tanto en CDs 
como en HNT, para conseguir una mayor estabilidad térmica de los AEs y evitar su 
rápida evaporación, desde la pared del envase de cartón, durante su fabricación. Los 
HNT se han estudiado también en esta Tesis por sus propiedades de absorción de C2H4, 
interesante para el envasado de frutos sensibles al etileno como es el caso del tomate 
fresco. Así, los AEs encapsulados se liberarán gradualmente del complejo de inclusión 
o cápsula que los engloba o atrapa, manifestando su actividad antimicrobiana para 
conservar mejor los tomates y pimientos frescos. El complejo de inclusión protege 
también a los AEs frente a reacciones de oxidación debido a la luz o al oxígeno (Tas et 
al., 2017; Makaremi et al., 2017). 
Las CDs son oligosacáridos cíclicos naturales que se obtienen a partir de la degradación 
enzimática de uno de los polisacáridos más importantes de la naturaleza, el almidón o 
sus derivados, por medio del enzima glicosiltransferasa, produciendo CDs de diversa 
índole. Las CDs son compuestos con estructura molecular tronco-cónica, en cuyo 
interior existe una cavidad estable de naturaleza hidrofóbica que puede atrapar o 
encapsular otras moléculas (Radu et al., 2016). El uso de las CDs está ampliamente 
extendido en la industria farmacéutica, alimentaria, química, etc. En la industria 
farmacéutica, las CDs y sus derivados se han utilizado para la complejación de fármacos 
con el fin de mejorar las propiedades físico-químicas del medicamento, o aumentar su 
solubilidad y biodisponibilidad (Singh et al., 2002). En la industria química, las CDs se 
utilizan también como catalizadores para mejorar la cinética de determinadas 
reacciones, así como para la purificación y separación de productos industriales (Lucas-
Abellán et al., 2008). No obstante, el 90% de las CDs producidas se emplean en la 
industria alimentaria para estabilizar aromas, eliminar sabores no deseados, evitar 
contaminaciones por microorganismos, etc. (Singh et al., 2002). 
Aunque se conocen desde el siglo XIX, las CDs comenzaron su auge en la década de 
los años 80 del siglo pasado con las primeras aplicaciones en la industria farmacéutica 
y alimentaria. Su expansión fue posible gracias a la producción a escala industrial de las 
tres CDs conocidas como nativas, α-, β- y γ-CDs (Rajendiran y Jenita, 2015), que están 
formadas por 6, 7 y 8 unidades de glucosa, respectivamente, unidas entre sí por enlaces 
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glucosídicos α (1, 4). Las principales propiedades fisicoquímicas de las CDs se recogen 
en la siguiente Tabla 12 (Martín del Valle, 2004). 
Tabla 12. Propiedades físico-químicas de las ciclodextrinas (alfa-ciclodextrinas, beta-ciclodextrinas y 
gamma-ciclodextrinas, denominadas como α-CD, β-CD y γ-CD, respectivamente) (Martín del Valle, 2004). 
Características α-CD β-CD γ-CD 
Nº unidades de glucosa (glucopiranosas) 6 7 8 
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297 
Nº moléculas de agua en la cavidad 6 11 17 
Solubilidad en agua (25 ºC) 14,5 1,85 23,2 
Diámetro de la cavidad central (Ǻ) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3 
Diámetro exterior (Ǻ) 14,6 15,4 17,5 
Altura del toroide (Ǻ) 7,9 7,9 7,9 
 
La regulación sobre el uso de las CDs depende del país en el que se estén utilizando. 
Por ejemplo, en Estados Unidos están incluidas dentro de la lista de aditivos GRAS 
(Generalmente Reconocidos como Seguros). En Japón, están consideradas como 
productos naturales y su comercialización en el sector alimentario está restringidas por 
consideraciones de pureza. En Australia y Nueva Zelanda están consideradas como 
nuevos alimentos desde el año 2004 (Cravotto et al., 2006) y en Europa están 
consideradas como ingredientes alimentarios, o aditivos, y han sido incluidas en las 
listas europeas de aditivos autorizados para su uso alimentario con los números E-457, 
E-459 y E-458 para las α-CD, β-CD y γ-CD, respectivamente (EFSA, 2011). 
Tal como se ha indicado antes, los productos frescos como las frutas y las verduras 
generalmente se degradan rápidamente después de la cosecha, especialmente debido 
a los hongos y a la producción de C2H4 del propio producto. El C2H4 es la principal 
fitohormona relacionada con los procesos de maduración y senescencia en las frutas y 
hortalizas climatéricas. Con el objetivo de reducir las pérdidas de los productos 
hortofrutícolas en postcosecha, se utiliza el frío con otras tecnologías que ayudan a 
alargar el período de conservación y a mantener la calidad de las frutas y hortalizas 
frescas, como es el uso de los absorbedores de C2H4. Estos absorbedores, que 
generalmente son de permanganato potásico, se instalan en las cámaras de 
conservación o se incorporan al envase en forma de almohadillas o bandejas, 
eliminando el C2H4 del ambiente (Guerra y Casquero, 2005). Estos absorbedores de 
C2H4 utilizados en envases son sustancias químicas que interactúan con el alimento y 
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con el aire ambiente dentro del envase, pero crean cierto rechazo por parte del 
consumidor que, cada vez más, demanda alimentos más naturales sin la presencia de 
elementos extraños o químicos en el envase. Por ello, en esta Tesis se propone el uso 
de agentes absorbedores de C2H4 naturales, como son los nanotubos de halloysita 
(HNT). En este mismo sentido, se propone también el uso de los nanotubos de HNT 
como otro tipo alternativo de carrier o agente de encapsulación para alojamiento de los 
AEs (Tas et al., 2017), como alternativa a las CDs. 
Los HNT fueron descritos por primera vez por Berthier en el año 1826 como un mineral 
arcilloso dioctaédrico del grupo caolín, y nombrada en honor al geólogo belga Omalius 
d`Halloy. Los HNT se encuentran ampliamente en las rocas y suelos, y su formación se 
debe a la alteración de una amplia variedad de rocas ígneas y no-ígneas (Churchman, 
2000). Sin embargo, los HNT a menudo forman un componente importante de los suelos 
derivados de materiales volcánicos de las regiones tropicales y subtropicales húmedas 
(Chadwick et al., 2003; Ziegler et al., 2003; Joussein et al., 2007; Gorrasi et al., 2018).  
La estructura y composición química de los HNT es similar a la de la caolinita, dickite o 
nacrite. Se diferencian de la caolinita porque tienen láminas curvadas que son capaces 
de ubicar moléculas de agua en el espacio interlaminar, dando una fórmula general de 
Al2Si2O5 (OH)4 x 2H2O (Cholewa y Kuzahiewicz, 2012; Hofmann et al., 1934; Churchman 
et al., 1972). Por tanto, químicamente son un aluminosilicato hidroxilado constituido 
principalmente por aluminio, silicio e hidrógeno. Este mineral se encuentra en 
abundancia en países como Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos y China, y se 
forman generalmente por la alteración hidrotermal de minerales alumino-silicatos, 
pudiéndose encontrar mezclado o asociado con dickita, caolinita, montmorillonita y otros 
minerales arcillosos. Las propiedades físicas de los HNT se recogen en la Tabla 13 
(UCM, 2010). 
Tabla 13. Propiedades físicas de los HNT (Fuente: UCM, 2010). 
Color Blanco con tonalidades variadas 
Raya Blanca 
Lustre Terroso 
Transparencia Translúcido a opaco 
Sistema Cristalino Monoclínico 
Fractura Terrosa 
Dureza 2 (Mohs) 
Densidad 2,59 
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La utilización de nanotubos de carbono, nanofluidos, nanopartículas, nanoemulsiones 
etc., en el ámbito de la nanotecnología, puede crear una percepción negativa por parte 
de la industria y del consumidor porque se puede pensar que no seguros para el ser 
humano y medio ambiente. En esta Tesis se recurre a la utilización de nanotubos de 
HNT porque es una sustancia natural y generalmente reconocida como segura (GRAS) 
por la Food and Drug Administration (FDA) (Kamble et al., 2012; Tsagkaris et al., 2018). 
Además, los HNTs son sustancias ecológicas, biocompatibles y solubles en agua 
incluso a elevadas concentraciones (Vergaro et al., 2010). Además, los HNT presentan 
la particularidad de que son absorbedores de C2H4, por lo que presentan un gran interés 
en su aplicación en envases activos para productos hortícolas sensibles al C2H4 
(Kasmire y Suslow, 2002; Tas et al., 2017). 
Así pues, las CDs y los HNT pueden considerarse como cápsulas vacías de un cierto 
tamaño molecular o nanoscópico que pueden incluir en su interior una gran variedad de 
moléculas, formando lo que se denomina complejos de inclusión o nanocápsulas. Los 
complejos de inclusión se forman entre dos moléculas, la molécula llamada “anfitrión” y 
la que se incluye, parcial o totalmente en su interior, que se denomina molécula 
“huésped”. Por su parte, los HNT presentan una estructura tubular debido a las 
moléculas de agua que se encuentran entre sus capas. Suelen tener una superficie con 
apariencia muy rugosa a causa de la conformación similar a “fibras amontonadas” que 
son consecuencia de la posible agrupación de los nanotubos de halloysita. Las 
dimensiones de los nanotubos varían, aunque todas presentan una relación típica de 
menos de 3 µm de largo por 0,3 µm de diámetro exterior. No obstante, en algunas 
muestras se pueden encontrar túbulos de hasta 20 µm de largo (Lvov y Abdullayev, 
2013; Carrillo et al., 2014), tal como se muestra en la Figura 6. 
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Numerosas investigaciones han estudiado el uso de los HNT como absorbedores de 
C2H4 en el envasado de diferentes productos, siendo utilizados incluso embebidos en la 
matriz polimérica del envase plástico de conservación del producto. Tas et al. (2017) 
estudiaron estas películas poliméricas con HNT para el envasado de bananas, tomates 
y fresas, demostrando que el uso de los HNT retrasa el envejecimiento y el 
ablandamiento en el caso de la banana, y mantiene la firmeza de los tomates debido a 
las propiedades de absorción de C2H4 por parte de los HNT. Además, estas películas 
también redujeron la pérdida de peso de las fresas, así como la proliferación microbiana 
en todas las muestras estudiadas, con respecto a las muestras envasadas en film de 
PE. 
En esta Tesis, las moléculas “huésped” elegidas para llevar a cabo el proceso de 
encapsulación han sido los AEs, mientras que las moléculas empleadas como “anfitrión” 
han sido las CDs y los HNT. La estereoquímica, y posiblemente, la polaridad de las 
moléculas, tanto del anfitrión como del huésped, determinan si se puede producir este 
complejo de inclusión. La principal causa de unión entre estas moléculas y el huésped 
es el ajuste geométrico entre las moléculas, por lo que la formación de complejos de 
inclusión con las CDs y con los HNT se produce de forma estereoespecífica (Marques, 
2010).  
La propiedad más importante de las CDs es la formación de complejos de inclusión 
mediante el acoplamiento de una molécula huésped en la cavidad hidrofóbica interior 
de las CDs, mediante la formación de enlaces no covalentes, cumpliendo un equilibrio 
dinámico gobernado por una constante de complejación (Kc) (Figura 7).  
Figura 6. Estructura de los HNTs por Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) (Elaboración propia)  
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La estabilidad de estos complejos de inclusión, y por tanto la magnitud de su constante 
de complejación, depende del grado de acoplamiento entre la molécula huésped y la 
CD. A mayor Kc mayor estabilidad del complejo. La inclusión de una molécula en el 
interior de la cavidad de las CDs, consiste en la sustitución de las moléculas de agua, 
que se encuentran en el interior de esta sustancia, por la molécula de menor polaridad, 
en este caso la molécula de AE, tal como se muestra en la Figura 8. 
 
 
La encapsulación o preparación del complejo de inclusión entre el AE y las/los CDs/HNT 
se puede realizar mediante cualquiera de los métodos siguientes: amasado, co-
precipitación, método de calentamiento en un envase o recipiente sellado, interacción 
gas-líquido, liofilización, atomización, o usando tecnologías de fluidos supercríticos 
(Marques, 2010). La cavidad de las β-CD es la que tiene mayor versatilidad para el 
atrapamiento molecular entre las CDs nativas, formando complejos de inclusión 
estables con mono y sesquiterpenos (Szejtli et al., 1998).  
Debido a que la cavidad interior de las CDs es hidrófoba, estas moléculas son capaces 
de albergar moléculas hidrófobas más pequeñas como las moléculas de los distintos 
Figura 7. Formación de complejos de inclusión entre la CD y la molécula huésped (AE) (Elaboración propia) 
Figura 8. Formación de complejos de inclusión entre la CD y la molécula huésped (AE) Los círculos 
azules representan moléculas de agua (Fuente: adaptada de Astray et al., 2009) 
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componentes de los AEs, para formar complejos “anfitrión-huésped”, donde la molécula 
huésped queda encapsulada por la CD. De esta forma, moléculas insolubles en agua 
pueden llegar a ser completamente hidrosolubles cuando forman complejos de inclusión 
con la CD, sin que se produzca modificación química alguna en la molécula huésped, 
ya que no se origina ningún enlace covalente durante la interacción entre la CD y la 
molécula insoluble en agua (Martínez y Gómez, 2007). Sin embargo, una vez formados 
estos complejos, la presencia de agua puede llegar a desestabilizarlos y provocar, así, 
su descomposición. Esto es lo que ocurre cuando estos complejos de inclusión se ponen 
en contacto con aire a elevada HR, superior al 85%, tal como lo ponen de manifiesto los 
estudios de Cevallos et al. (2010). En estas condiciones de HR superior al 85 %, las 
moléculas de agua provocan que se liberen las moléculas de AEs que estaban 
encapsuladas en las CDs. 
Otro de los elementos esenciales en el desarrollo de este envase activo de cartón es el 
compuesto polimérico que se aplica en el recubrimiento, en forma de emulsión en base 
agua, mezclado con el complejo de inclusión entre CDs y AEs, o HNT con o sin AEs, 
sobre la cara interna del envase. Este compuesto polimérico genera una película con 
propiedades hidrófobas, además de constituir cierta barrera frente a la grasa, el aceite 
y el vapor de agua en la superficie del cartón. El uso de estos compuestos acrílicos 
(denominado UKAPHOB 530), o de ceras vegetales, está aprobado por el Reglamento 
Europeo (CE) Nº 1935/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo sobre materiales y 
artículos destinados a entrar en contacto con alimentos. 
La estabilidad de los AEs es mayor cuando se forman complejos de inclusión con las 
CDs, pero estos se descomponen a determinados niveles de temperatura. Esto se 
puede apreciar en estudios de calorimetría mediante la técnica DSC (Calorimetría 
Diferencial de Barrido), tal y como se muestra en el trabajo de Cevallos et al. (2010). Un 
estudio realizado por López-Gómez (2016) pone de manifiesto que la temperatura de 
fusión de las β-CD, aproximadamente de 157  ºC (pico endotérmico de la curva B, de la 
Figura 9), se incrementa cuando se forma un complejo de inclusión entre las β-CD y los 
AEs, pasando a aproximadamente 162  ºC (pico endotérmico de la curva C). Cuando 
este complejo de inclusión se combina con el polímero acrílico (que denominamos laca) 
para ser aplicado en el cartón se consigue incrementar aún más la temperatura de 
fusión, llegando a 178  ºC, siendo en la laca sola de 145  ºC aproximadamente (pico 
endotérmico de la curva D) (Figura 9). 
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En efecto, cuando se fabrica el cartón ondulado, el citado recubrimiento que se aplica 
sobre una de las láminas de papel kraft se debe secar, y para ello se calienta a 
temperaturas que son del orden de 150  ºC. Estos niveles de temperatura son 
aguantados por el complejo de inclusión con las CDs, de forma que se impide la pérdida 
por evaporación del AE utilizado en este envase activo. Esta pérdida de AEs puede ser 
un problema grave porque los aceites esenciales consiguen su eficacia si se tiene una 
adecuada cantidad de miligramos de AEs por m2  de cartón. Si hay una evaporación 
severa, se puede perder más del 50 % de los AEs aplicados simplemente mezclados 
con la emulsión en base agua. Además, los AEs suelen tener un coste elevado, y estas 
pérdidas por evaporación pueden hacer que no sea viable económicamente el uso de 
AEs como antimicrobianos aplicados en el recubrimiento del cartón. De aquí el gran 
interés de la encapsulación de los AEs para ser aplicados en el recubrimiento del envase 
activo de cartón. 
 
 
 
 
 
Figura 9. Curvas obtenidas mediante un análisis de DSC para: una muestra seca de copolímero 
acrílico (curva indicada como A); una muestra de β-CD sin formar complejos de inclusión (curva 
indicada como B); muestra del complejo de inclusión formado por AE (curva indicada como C) y 
una muestra de un copolímero acrílico más un complejo de inclusión formado por el AE y β-CD 
(curva indicada como D) (López-Gómez, 2016) 
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4. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
España es uno de los países más importantes a nivel mundial en cuanto a producción y 
exportación hortofrutícola, lo cual se corresponde también con la gran importancia de 
este sector en la Región de Murcia y provincias colindantes, siendo el tomate y el 
pimiento las hortalizas de mayor producción y exportación. Es importante destacar 
también que más del 50 % de estos productos frescos son comercializados a granel y 
en cajas de cartón. Sin embargo, antes del desarrollo de esta Tesis no existían en el 
mercado soluciones viables de envasado activo a granel en cajas de cartón para estos 
productos frescos. Esto motivó el comienzo de una línea de investigación enfocada al 
desarrollo de este tipo de envase activo para productos hortofrutícolas frescos 
comercializados a granel, dentro del Grupo de Investigación en Ingeniería del Frío y 
Seguridad Alimentaria de la UPCT, en colaboración con la empresa Sociedad Anónima 
Española de Cartón Ondulado (SAECO).  
Por otro lado, existe una tendencia muy fuerte en los últimos años a utilizar envases 
biodegradables para así conseguir un menor impacto medioambiental. Este es uno de 
los motivos del uso creciente del envase de cartón corrugado o microcorrugado. Otros 
motivos del uso de este envase reciclable y sostenible es que tiene unas propiedades 
mecánicas que se adaptan muy bien a los envases que se necesitan en el envasado de 
frutas y hortalizas frescas. Pero, los procedimientos habituales de envasado en este tipo 
de envase de cartón, sin carácter activo, pueden dar lugar a problemas de pérdidas 
importantes de producto por podredumbres y a problemas de seguridad alimentaria, 
porque no se pueden combatir con este envase convencional los microorganismos 
patógenos que puedan estar presentes en la superficie de estos productos frescos. 
Por todo lo anterior, se propone llevar a cabo esta Tesis centrada en el desarrollo de un 
envase de cartón activo antimicrobiano para el envasado a granel de tomates y 
pimientos frescos, que sea competitivo y no suponga un incremento significativo de los 
costes del producto, y que controle la proliferación de la microbiología alterante de estos 
productos. De esta manera se quiere conseguir el alargamiento de la vida útil del 
producto, que se mantenga fresco con toda su calidad más tiempo cuando sean 
almacenados en condiciones recomendadas de conservación a temperaturas 
adecuadamente bajas y HR elevadas, para que no se produzcan daños por frío ni se 
tengan pérdidas de peso y calidad por deshidratación.  
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De esta manera, con esta Tesis se pretenden conseguir los siguientes objetivos 
generales: 
 Mejorar la calidad y vida útil de tomates y pimientos frescos comercializados a 
granel mediante el desarrollo de un envase activo de cartón, que incluye agentes 
antimicrobianos encapsulados, que permitan conservar la frescura y la calidad y 
disminuir las pérdidas de estos productos por podredumbre en el transporte y 
distribución. 
 Mejorar la seguridad alimentaria de estos productos envasados a granel que, a 
menudo, se consumen en fresco sin lavar o con un ligero lavado. Se trata de 
desarrollar un envase de cartón activo antimicrobiano que tenga acción tanto 
sobre los microorganismos alterantes como sobre patógenos (Salmonella, Listeria 
y Escherichia coli) que pueden llegar a desarrollarse en este tipo de productos 
frescos. 
Objetivos específicos 
 Desarrollo de un envase activo de cartón con carácter antimicrobiano que incluya 
agentes antimicrobianos naturales encapsulados, para el envasado a granel de 
tomates y pimientos frescos, y así aumentar la vida útil, calidad y seguridad 
alimentaria percibida por el consumidor en el momento de su consumo. Para ello 
se estudiará la combinación y dosis más apropiada de AEs que serán 
encapsulados en β-CD, y aplicados en combinación con una laca polimérica en 
base agua como recubrimiento del cartón. 
 Validación a escala de planta piloto e industrial del prototipo de envase de cartón 
activo antimicrobiano desarrollado, para el envasado de tomates y pimientos 
frescos. 
 Evaluar la calidad fisicoquímica, microbiológica, sensorial, porcentaje de podridos, 
firmeza y color de tomates frescos envasados a granel en envase activo 
antimicrobiano recubierto por una laca impermeabilizante que incluye el complejo 
de inclusión (AE + β-CD), durante su conservación a 8 ºC y 25 ºC. 
 Evaluar el efecto de los envases activos antimicrobianos recubierto con AEs 
encapsulados en β-CD constituyendo un complejo de inclusión, sobre la 
microbiología, sobre los análisis fisicoquímicos y análisis sensorial de pimientos 
frescos envasados y almacenados a 8 ºC y un 90 % de HR. 
 Analizar el efecto de este envase activo antimicrobiano, recubierto con AEs 
encapsulados en β-CD, sobre la calidad microbiológica, fisicoquímica y sensorial 
de tomates Cherry envasados y almacenados a 8 ºC y un 90 % de HR. 
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 Evaluar la efectividad de adicionar AEs encapsulados en distintos tipos de 
nanocápsulas (AE + β-CD/HNT) en la laca impermeabilizante del cartón. Se 
estudiará la calidad de tomates frescos durante su conservación a 8 ºC durante 6 
días (simulando el transporte refrigerado) y después a temperatura ambiente 
durante 5 días (simulando el período de comercialización). 
 Caracterizar mediante Termogravimetría (TG), Análisis Térmico Diferencial (DTA), 
Espectroscopía de absorción infrarroja (FTIR) y Microscopía Electrónica de 
Barrido (SEM), los AEs, β-CD y el complejo de inclusión AEs + β-CD. 
 Determinar las propiedades mecánicas e hidrofóbicas del envase activo de cartón 
que incluye el complejo de inclusión (AE + β-CD), comparándolas con las del 
envase control sin el complejo de inclusión.  
 Determinar la migración de AEs desde el envase activo de cartón hacia los frutos 
de tomate y pimiento frescos durante su conservación en este tipo de envase 
activo. 
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Resumen 
En este capítulo se estudia el efecto de un envase activo de cartón, que incluye AEs 
encapsulados en β-CD, sobre la calidad de tomates frescos conservados a 8 ºC y un 90 
% de HR durante 22 días. La mezcla de AEs fue la constituida por carvacrol-orégano-
canela (80:20:10 v/v). Tras este período de almacenamiento, los tomates fueron 
conservados a temperatura ambiente (25 ºC) durante 3 días simulando así el proceso 
de comercialización de los mismos. Los tomates, variedad Caniles, fueron almacenados 
en dos tipos de envases diferentes. Por un lado, se utilizó un envase de cartón 
convencional (control) que incluye un recubrimiento interno con una laca polimérica de 
uso alimentario en base agua; y por otro lado, un envase activo de cartón con un 
recubrimiento activo que incluye una combinación de AEs nanoencapsulados en β-CD, 
que se aplica junto con la emulsión en base agua de polímero acrílico.  
A lo largo de la vida útil de los tomates frescos se realizaron determinaciones 
microbiológicas y fisicoquímicas (sólidos solubles, pH y acidez titulable), color, firmeza, 
incidencia de frutos que presentan podredumbres, análisis sensorial y para finalizar, se 
determinó la presencia de residuos de AEs sobre el fruto y el envase.   
En cuanto a los resultados obtenidos, el color del tomate se mantuvo mejor en el envase 
activo durante los primeros seis días de almacenamiento a 8 ºC. En lo relativo a la 
incidencia de frutos con podredumbres, se observó que los tomates almacenados en 
envases control presentaron un 36% de frutos podridos mientras que los envases 
activos redujeron el porcentaje de frutos podridos a un 22%, al final de su vida útil. 
Respecto de la calidad sensorial, los tomates envasados en cajas activas fueron mejor 
valorados que los envasados en caja control, durante toda la vida útil del producto. 
En lo que se refiere a la migración de AEs al fruto, se ha comprobado que fue muy baja 
(menos de 1µg/g) durante todo el período de conservación, por lo que el panel sensorial 
no detectó sabores extraños en el fruto. Sin embargo, el contenido de AEs en el envase 
activo fue reduciéndose a lo largo de la conservación porque los AEs eran liberados 
desde el complejo de inclusión atrapado en el recubrimiento de la caja activa de cartón.  
En conclusión, este sistema de envasado activo que incluye AEs encapsulados se ha 
validado como solución para extender la vida útil de tomates frescos a granel. La 
liberación controlada de estos AEs nanoencapsulados (incluidos en el recubrimiento 
activo que se aplica sobre la cara interna del envase de cartón) permite un elevado 
control del deterioro de estos frutos, además de mejorar su calidad sensorial, mientras 
que la calidad microbiológica y fisicoquímica no se vio afectada. 
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Abstract
The effects of a cardboard active packaging were studied on the quality of fresh tomatoes during storage up to 22 days at 8 °C and
after complimentary commercialisation periods (3 days at 25 °C). The inner surface coating of this active cardboard packaging
included an essential oil-β-cyclodextrin inclusion complex. The physicochemical quality (soluble solid content, pH and titratable
acidity), colour and firmness of tomatoes were not highly affected by the active packaging during cold storage and commercialisation
periods. Particularly, tomato colour was better retained during the first 6 days of storage at 8 °C. The decay incidences of 3.7% and
36% from samples within the non-active box after 12 days+commercialisation period and 22 days at 8 °C were reduced to 2.4% and
22%, respectively, using the active box. Overall sensory perception of tomatoes, which was highly influenced by flavour, was still
over the limit of usability after 22 days at 8 °C and the 12 days+commercialisation period when packaged within the active box. On
the contrary, samples packaged within the non-active box were not marketable after 22 days and 12 days+commercialisation periods.
Conclusively, the controlled release of essential oil vapours from the active box extended the shelf life of tomatoes up to 22 days at 8
°C and 12 days (8 °C)+commercialisation period. The very low essential oil residues in tomato fruits (lower than 1 μg g 1 during
storage periods) were not detected as off-flavours by the sensory panel.
Keywords Nanoencapsulation . Carvacrol .β-cyclodextrin . Firmness . Decay incidence . Quality
Introduction
Tomato is one of the most worldwide consumed horticultural
products with a world production of 182 million tons in 2017
(FAOSTAT 2017). Tomato shelf life is highly influenced by
softening together with colour changes. The tomato shelf life
may be even more reduced when temperature is increased to
room temperature during commercialisation periods. In general,
firmness of plant products is based on the existence and interac-
tions of different plant compounds, like pectins in the middle
lamellae and the cellulose/hemi-cellulose matrix in the primary
cell wall, and on physical aspects like cellular architecture and
turgor (Van Dijk et al. 2006). Nevertheless, enzymatic (pectin
methyl-esterase, polygalacturonase, etc.) degradation of pectin
occurs during plant products’ shelf life leading to product
softening. Consequently, degradation of plant cell structures leads
to water loss, which implies important economic losses for the
related food industries, and other plant cell electrolytes, with the
consequent nutritional value of the product (Opara et al. 2012).
Tomato red colour development during ripening is the result of
the lycopene formation from its colourless precursor phytoene,
while chlorophylls are degraded at the same time (Giuliano et al.
1993). On the other side, tomato decay incidence (mainly caused
by Botrytis cinerea) also reduces the tomato shelf life leading to
high economic losses (Wei et al. 2018). In that sense, different
postharvest techniques can extend the shelf life of horticultural
productsasforexamplelow-temperaturestoragewithhighrelative
humidity (RH),modifiedatmospherepackaging,controlledatmo-
spheres and sanitizing treatments (Artés-Hernández et al. 2017).
Active packaging is an emerging technology that also allows ex-
tending the shelf life of food through a controlled release of com-
poundswith different properties. Particularly, antimicrobial active
packaginghasbeenwidelystudied in the lastdecades (Rojas-Graü
et al. 2009; García-García et al. 2013).
Essential oils (EOs) are natural oily liquids extracted from
plants that show excellent in vitro antimicrobial properties.
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Carvacrol is the major component of oregano EOs showing high
antimicrobial activity against a long list of microorganisms (Burt
2004). Nevertheless, in vivo effectiveness of EOs is reduced due
to their evaporation and other light/oxygen degradative reactions.
In that sense, higher EO concentrations are needed in vivo to
reach the same effectiveness in vitro, with the consequent appear-
ance of EO-related off-flavours (Burt 2004). Nevertheless,
nanoencapsulation of EOs can highly protect them from oxida-
tion and evaporation while allowing a controlled release ensuring
the bacteriostatic effect in the food product (Martínez-Hernández
et al. 2017). Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligomers of α-D-
glucopyranose with a hydrophobic cavity able to highly encap-
sulate compounds such as EOs avoiding their oxidation, light-
degradation, evaporation, etc. (Saldanha do Carmo et al. 2017).
Themost important CDs at the industrial level areα- andβ-CDs,
being the latter one highly extended due to its low cost. βCD is
approved as a food additive in Europe (E459), the USA and
Japan, being established an acceptable daily βCD intake of
5 mg kg 1 (body weight) day 1 (Mortensen et al. 2016).
Encapsulated EOs using βCDsmay be incorporated as inclusion
complexeswithin active packagingmaterials (Sun et al. 2014). In
that sense, cardboard boxes used for fresh fruit and vegetable
packaging may be coated with EO-βCD inclusion complexes
to extend the shelf life of these plant products. Corrugated card-
board is widely used in the European Union as material for bulk
packaging of horticultural products. Food-grade waterproof lac-
quers are used to reinforce the mechanical properties of card-
board packages since horticultural products need to be stored at
high RH to minimise water loss during storage. Cardboard pack-
ages minimise the impact damages of the product during trans-
port and retail periods leading to lower degradation of plant cell
structures, which is traduced in lower firmness loss, lower decay
incidence, better visual aspect, etc. (Komarnicki et al. 2017a;
Komarnicki et al. 2017b; Stopa et al. 2018). Furthermore, card-
board packages are also environmental friendly, easily printable,
economic, hygienic, etc. compared with plastic materials.
The objective of this work was to study the effect of an
active cardboard box (coated with a waterproof lacquer) sup-
plemented with an EO mix-βCD inclusion complex on the
tomato quality (physicochemical, microbial, sensory, decay
incidence, firmness and colour) during storage at 8 °C.
Tomato quality changes were also studied after complimenta-
ry commercialisation periods of 3 days at 25 °C.
Material and Methods
Materials
Carvacrol, oregano and cinnamon EOs were obtained
from Lluch Essence S.L. (Barcelona, Spain). βCD
(Kleptose®10) was obtained from Roquette (Lestrem,
France). Waterproof lacquer (UKAPHOB HR 530;
10.5% solids) (authorised for food contact surfaces ac-
cording to EC (2004)) was acquired from Schill+seilacher
GMBH (Böblingen, Germany). Untreated corrugated
cardboard boxes (40 × 30 × 10 cm) were supplied by
SAECO company (Molina de Segura, Spain). Materials
for microbiological analyses were acquired from
Scharlau Chemie (Barcelona, Spain).
Tomatoes (Lycopersicon lycopersicum var. Caniles)
were obtained from the company Agrícola Aguileña S.L.
(Águilas, Spain) in November 2018. Tomatoes were
grown under greenhouse conditions according to integrat-
ed pest management cultural practices. Harvested toma-
toes were transported to the pilot plant of our department
and stored in cold rooms at 8 °C until the next day when
the experiment was conducted. Previously to the experi-
ment, tomatoes were selected according to size (diameter
40–47 mm), red colour (more than 80% of the surface
showed red colour), physical integrity and absence of
decay.
Preparation of EO-βCD Inclusion Complex
and the Active Box
An EO mix consisting of carvacrol:oregano:cinnamon
70:10:20 (w:w:w) was selected for this experiment due to
its high antimicrobial effect according to our former stud-
ies with several EO mixes (data submitted for publication).
The kneading method was used to prepare the inclusion
complex of the EO mix encapsulated with the βCD (here-
inafter named as EO-βCD inclusion complex) (Manolikar
and Sawant 2003; Kamimura et al. 2014). Briefly, 1.14 g of
βCD was mixed with 0.15 g of the EO mix in a mortar with
3 mL of ethanol, and then kneaded (45 min). The EO-βCD
inclusion complex achieved an encapsulation efficiency of
94% (data not shown) according to other experiments from
our research group (data submitted for publication) and
published data (up to EE of 99.8%) using the same
kneading method (Marreto et al. 2008). The obtained
EO-βCD inclusion complex was kept under vacuum in a
desiccator for 48 h at room temperature and then stored at
− 20 °C until use.
The EO-βCD inclusion complex was dissolved in water-
diluted lacquer prior to spraying on all the internal surface of
the boxes. The lacquer was diluted (to a final solid concentra-
tion of 8.5%) to compensate for the addition of the EO-βCD
inclusion complex since lacquers with solid content > 30%
may difficult lacquer spraying on the cardboard surface.
Lacquer containing the EO-βCD inclusion complex was
sprayed at 12 mLm 2 following the manufacturer recommen-
dations to obtain a homogeneous spraying on the cardboard
surface while reaching an adequate waterproof effect in the
cardboard.
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Packaging Treatments and Storage of Tomatoes
Tomatoes were packaged under the following packaging
treatments:
& Control cardboard box (CTRL): a cardboard box coated
with the lacquer without the EO-βCD inclusion complex
was prepared.
& Active cardboard box (ACT): a cardboard box coated with
the lacquer including the EO-βCD inclusion complex was
prepared.
Each box, containing approximately 6 kg of tomatoes (65–
70 tomatoes), was covered with a macroperforated plastic film
to reduce weight losses during storage periods. Packaged to-
matoes were stored at 8 °C and 90% RH up to 22 days.
Commercialisation periods consisting of 3 days at 25 °C were
a l so s tud ied af te r 6 and 12 days a t 8 °C. The
commercialisation period of 3 days was selected as the aver-
age time that tomatoes are commercialised at 25 °C according
to the tomato supplier indications. Three replicates (boxes) per
packaging treatment (CTRL or ACT) were prepared per each
sampling day (0, 5, 5+commercialisation, 12, 12+
commercialisation and 22). A total of 36 boxes were prepared
for the experiment. Every sampling day, fruits were subjected
to physicochemical, colour, firmness, sensory and microbial
analyses after being discarded rotten fruits, which were count-
ed to determine the decay incidence.
Physicochemical Quality
Juice from tomatoes was obtained with a blender (model
MX2050; Braun, Germany). Soluble solid content (SSC)
was determined with a digital handheld refractometer (Atago
N1; Tokyo, Kanto, Japan) at 20 °C and expressed as °Brix.
The pH was measured with a pH-metre (Basic20, Crison;
Alella, Cataluña, Spain). The titratable acidity (TA) of the
diluted juice (5 mL plus 45 mL of distilled water) was deter-
mined with an automatic titrator (model T50; Metter Toledo;
Milan, Italy) with 0.1 M NaOH to reach pH 8.1. TA was
expressed as citric acid in %. Each of the three replicates
was analysed in duplicate.
Colour
Colour was determined using a colourimeter (Chroma Meter
CR-400, Konica Minolta, Japan) at illuminant D65 and 2° ob-
server, and with a viewing aperture of 8 mm. Twomeasurements
were made (equatorial zone) per each fruit being automatically
averaged by the device. Five tomatoes were analysed per each
replicate. A specific colour index (Eq. 1) was selected as themost
appropriate for tomato like previously reported (López-Camelo
and Gómez 2004; Pathare et al. 2013):
Colour index ¼ 2; 000 a
*
L* a*2 þ b*2
p ð1Þ
where L*, a* and b* refer to the CIELAB colour parameters
obtained from the colourimeter measurements.
Firmness
Firmness was determined with a texturometer (model TA XT
Plus; TA Instruments; Surrey, UK) by measuring the amount
of force (N) to puncture 8-mm deep (probe of 4 mm of diam-
eter) a whole tomato fruit. The texturometer was set for max-
imum compression with a speed of 20 mm min 1. Five toma-
toes were analysed per each replicate.
Decay Incidence and Microbial Analyses
Samples were examined regularly to detect rotten fruits and
considered as infected if a visible lesion was observed. Rotten
fruits were then discarded being not included for the rest of the
analyses. Decay incidence was expressed as a percentage of
fruit infected related to initial fruit number.
Microbial loads of tomatoes were analysed as previously
described (Klug et al. 2018). Briefly, three tomatoes were
mixed with buffered peptone water (1:2 weight:volume
(w:v)) and then homogenised for 1 h at 120 rpm in an orbital
shaker at 4 °C. Viable counts were based on duplicate counts
by tenfold serial dilutions in buffered peptone water. Then,
aliquots (1 mL) of the microbial dilutions were pour-plated
in Plate Count Agar and Violet Red Bile Glucose Agar for
mesophiles/psychrophiles and enterobacteria, respectively.
For yeast and moulds, microbial aliquots (0.1 mL) were
spread-plated on Rose Bengal Agar. Mesophiles,
psychrophiles, enterobacteria and yeast/moulds were incubat-
ed at 31 °C/48 h, 4 °C/7 days, 37 °C/24 h and 25 °C/7 days,
respectively. Results were expressed as log colony-forming
units (CFU) g 1. Each of the three replicates was analysed in
duplicate.
Sensory Quality
Sensory analyses were performed according to internation-
al standards (ASTM 1986). Tests were conducted in a stan-
dard room (ISO 2007) equipped with ten individual taste
booths. The panel consisted of twelve assessors (six
women/six men, aged 22–68 years) who had been trained
in discriminative quality attributes. Tomatoes (three units)
were served at room temperature in transparent glass plates
coded with three random digit numbers. Still, mineral wa-
ter was used as a palate cleanser. Appearance, colour, fla-
vour, firmness and overall quality were assessed using a
nine-point hedonic scale of acceptability (9: excellent; 5:
fair, limit of usability (LU); 1: extremely bad).
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EO Content of the Active Box and EO Residues
in Tomatoes During Storage Periods
EO content of the packaging material and tomatoes were
analysed during storage. Briefly, samples (0.01 m2 of active
cardboard material or 10 g of tomato peel) were extracted with
hexane (80 mL for cardboard material and 20 mL for toma-
toes), vortex (3 min) and then homogenised (1 h at 120 rpm; 4
°C). The filtered extract (0.22 μm) was analysed in a gas
chromatograph coupled to a mass spectrometer (GC-MS;
model 6890; Agilent Technologies; Palo Alto, USA).
Carvacrol (the major EO mix component) separation was
achieved on a HP-5MS 5% (phenyl methyl siloxane) capillary
column (30 m, 0.25 mm, 0.25 μm; Mod. 19091S−433;
Agilent Technologies). The carrier gas was helium with a
constant flow equal to 1.3 mL min 1 and a pressure of 79.3
kPa. The injection (1 μL) was performed in split mode. The
oven temperature was held at 60 °C for 1 min after injection,
then programmed to reach 90 °C at 3 min and held at 210 °C
until 30 min. Mass spectrometer was in electronic impact
mode (resulting EM voltage 70 eV) with a mass range of
40–400 amu. Source and mass spectrometer quad tempera-
tures were 230 and 150 °C, respectively. Carvacrol peak was
identified by its mass spectra compared to data from
NIST05a.L database (National Institute for Standards and
Technology) and quantified with a carvacrol standard
(Sigma, USA). Carvacrol was expressed as milligram per ki-
logram (ppm) on a fresh weight basis in tomatoes. Four card-
board pieces (two from the box base and two from the box
sides) were analysed per each box replicate. Three tomatoes
were also analysed per each box replicate. Carvacrol extracts
were analysed in duplicate in the GS-MS.
Statistical Analyses
The data were subjected to analysis of variance (ANOVA)
using the SPSS software (v.19 IBM, New York, USA).
Statistical significance was assessed at p = 0.05, and Tukey’s
multiple range test was used to separate the means.
Results and Discussion
Physicochemical Quality
Tomatoes showed initial SSC, pH and TA of 5.2 °Brix, 4.1
and 0.479%, respectively (Table 1). Higher SSC and TA
values were previously reported for the same tomato variety
(Estiarte et al. 2016). The latter SSC and TA differences with
literature may be owed to the influence of preharvest factors,
which are well known to influence the physicochemical qual-
ity of plant products (Crisosto and Mitchell 2002). Packaging
treatment and storage time factors did not have a significant
effect, either individually or combined, on the SSC of samples
(Table 1). In that sense, SSC of samples ranged from 4.9 to 5.3
°Brix during storage periods. Similarly, SSC of cherry toma-
toes was not highly affected (SSC changes < 0.3 °Brix) by
either active packaging (polylactic acid coating of cardboard
trays) or storage time at 20 °C (55% RH) up to 30 days
(García-García et al. 2013). Packaging treatment did not affect
(p > 0.05) either pH or TA of the samples. Contrary, pH/TA
were increased/decreased during storage, being storage time
factor significant (p < 0.001) for both physicochemical param-
eters. Nevertheless, pH/TA changes during storage were lower
than 0.15/0.1 units, respectively. The observed TA increase
and pH decrease are usual during the postharvest life of fruit
and vegetables due to the ripening process. The observed pH/
TA increase/decrease during storage is due to organic acid use
as an energy source for the respiration process which occurred
throughout plant product ripening (Kader and Ben-Yehoshua
2000; Ortiz et al. 2013). According to our data, TA and pH
have been inversely correlated with a TA-pH correlation of
95% during tomato ripening (Stevens et al. 1979).
In that sense, the physicochemical quality of the samples
was not affected by the active packaging. Furthermore, phys-
icochemical quality changes during storage at 8 °C were low,
even after the commercialisation periods (3 days at 25 °C) at
days 6 or 12.
Colour
Tomatoes presented initial L*, a* and b* values of 48.6, 20.6
and 28.9, respectively (Table 2). Luminosity (L*) and
yellowness (b*) were reduced during tomato storage, while
redness (a*) was augmented as previously reported (Opara
et al. 2012). Nevertheless, several colour indexes are recom-
mended to better describe colour changes of plant products
during storage (Pathare et al. 2013). The used colour index
(Eq. 1) has been recommended to better describe the colour
changes of fresh red tomatoes during postharvest storage
(Hobson 1987; López-Camelo and Gómez 2004).
Tomato storage under non-active packaging induced a col-
our index change of 2.2 after 6 days at 8 °C. Nevertheless,
active packaging of tomatoes reduced colour changes remain-
ing the colour index unchanged (p > 0.05) for the first 6 days
of storage at 8 °C. These samples under the active packaging
still showed lower colour index values than samples under the
non-active packaging after 12 days at 8 °C. Nevertheless,
tomatoes had the same (p > 0.05) colour index after 22 days
at 8 °C, regardless of the packaging treatment. The red colour
of tomatoes is mainly due to their high lycopene content
(Martínez-Hernández et al. 2016), which is formed from its
colourless precursor phytoene at the same time that chloro-
phylls are degraded (Giuliano et al. 1993). The high antioxi-
dant capacity of EOs, and oregano EO in particular (Avila-
Sosa et al. 2010; Burt 2004), could explain the lycopene
Food Bioprocess Technol (2019) 12:1548 1558 1551
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preservation during tomato storage. In that sense, vapour oreg-
ano EOs highly preserved lycopene content of tomato after 14
days at 12 °C (Tzortzakis et al. 2011). Nevertheless, lycopene
degradation increases as the storage temperature does
(Martínez-Hernández et al. 2016). Hence, the studied
commercialisation periods at 25 °C led to similar (p > 0.05)
colour changes for all samples, regardless of the packaging
treatment. The formed hydrogen bonds between CD and guest
molecules are dissociated as the temperature increases
(Saffarionpour 2019). Nevertheless, the expected higher EO
release from the EO-βCD complex at 25 °C, compared with 8
°C, was probably not enough to counterbalance the enhanced
tomato colour changes at 25 °C.
Firmness and Weight Loss
Tomatoes showed an initial firmness of 19.3 N (Fig. 1). As
expected, firmness of samples decreased during storage in 3–
Table 1 Physicochemical quality
(soluble solid content (SSC), pH
and titratable acidity (TA)) of
fresh tomatoes non packaged
(CTRL) or packaged under active
packaging (ACT; active card
board box coated with lacquer
including EO βCD inclusion
complex) stored at 8 °C up to 22
days with complementary
commercialisation periods
(COM; 3 days at 25 °C) (n = 3 ±
SD)
Storage days Packaging treatment SSC (°Brix) pH TA (% citric acid)
0 5 2 ± 0.3 4.11 ± 0.09 0.479 ± 0.007
5 CTRL 5.0 ± 0.1 4.27 ± 0.02 0.407 ± 0.043
ACT 5.0 ± 0.2 4.23 ± 0.03 0.492 ± 0.035
5+COM CTRL 5 2 ± 0.3 4.13 ± 0.04 0.467 ± 0.035
ACT 5 2 ± 0.1 4.08 ± 0.02 0.491 ± 0.047
12 CTRL 5 2 ± 0.2 4.24 ± 0.01 0.411 ± 0.008
ACT 5.0 ± 0.1 4.22 ± 0.05 0.375 ± 0.042
12+COM CTRL 4.9 ± 0.4 4.21 ± 0.03 0.418 ± 0.020
ACT 5.1 ± 0.3 4.25 ± 0.06 0.390 ± 0.056
22 CTRL 4.9 ± 0.2 4.18 ± 0.05 0.425 ± 0.033
ACT 5.0 ± 0.1 4.27 ± 0.07 0.404 ± 0.071
Packaging treatment (A) ns ns ns
Storage time (B) ns 0.04‡ 0.022‡
A × B ns ns 0.025*
*Significance for p ≤ 0.05
‡ Significance for p ≤ 0.001
ns, not significant (p > 0.05)
Table 2 Colour analyses of fresh
tomatoes non packaged (CTRL)
or packaged under active packag
ing (ACT; active cardboard box
coated with lacquer including
EO βCD inclusion complex)
stored at 8 °C up to 22 days with
complementary
commercialisation periods
(COM; 3 days at 25 °C) (n = 3 ±
SD)
Storage days Packaging treatment L* a* b* Colour index
0 48.6 ± 1.5 20.6 ± 0.9 28.9 ± 1.1 23.9 ± 1.4
5 CTRL 45.5 ± 1.9 22.3 ± 0.6 30.4 ± 2.2 26.1 ± 1.8
ACT 46.2 ± 0.5 19.9 ± 1.1 30.4 ± 1.1 23.7 ± 1.0
5+COM CTRL 41.4 ± 0.1 27.0 ± 1.1 26.0 ± 0.9 34.8 ± 1 2
ACT 41.1 ± 0.5 26.8 ± 1.7 25.6 ± 0.1 35.1 ± 1.0
12 CTRL 42.2 ± 0.8 24.8 ± 1.3 28.6 ± 0.2 31.1 ± 1.6
ACT 43.5 ± 0.8 24.0 ± 2.0 29.9 ± 1.4 28.8 ± 1.6
12+COM CTRL 38.7 ± 0.6 27.5 ± 1.8 24.8 ± 1.8 38.6 ± 0.4
ACT 40.1 ± 0.9 25.8 ± 1.1 23.6 ± 1.3 37.4 ± 0 5
22 CTRL 41.9 ± 1.0 25.7 ± 1.4 31.2 ± 1.3 30.0 ± 1.7
ACT 41.8 ± 1.2 24.9 ± 1.3 29.2 ± 1.5 29.6 ± 1 3
Packaging treatment (A) 0.74† ns ns 0.99†
Storage time (B) 0.69‡ 0.99‡ 1.10‡ 0.92‡
A × B ns ns ns ns
*Significance for p ≤ 0.05
† Significance for p ≤ 0.01
‡ Significance for p ≤ 0.001
ns, not significant (p > 0.05)
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4%, 5–8% and 10% after 5, 12 and 22 days at 8 °C, respec-
tively. Commercialisation periods at 5 and 12 days led to
firmness reductions of 6.5–7% and 3–5.5%, respectively.
Firmness loss of tomatoes during storage is explained by the
enzymatic breakdown of the pectin moiety within the product
tissue by pectolytic enzymes (Brummell and Labavitch 1998).
Furthermore, the higher firmness loss at 25 °C compared with
8 °C may be owed to the enhanced enzymatic activity at
higher temperatures (Van den Broeck et al. 2000).
Weight loss of samples was very low with levels < 1% after
22 days at 8 °C (data not shown). The water loss augmented in
approximately 1.5% during the commercialisation periods.
Although no significant differences (p > 0.05) were observed
between packaging treatments, samples under active packag-
ing showed a lower water loss trend during storage. The latter
trend could be explained by the previously commented EO-
protective effect on product firmness, which means better-
preserved plant cell structures with the consequent lower wa-
ter loss during product storage.
Decay Incidence and Microbial Quality
Decay incidence was very low (< 1%) during the first 12 days of
storage at 8 °C, without significant differences among packaging
treatments (Fig. 2). After the 12 days’ commercialisation period,
sample decay incidences augmented to 3.7% and 2.4% for non-
active and active packaging samples, respectively. The same
packaging-related effect on decay incidence was also observed
after 22 days at 8 °C with incidences of 36.0% and 22.3% for
non-active and active packaging samples, respectively. This re-
duced product decay has been previously linked to a decreased
tomato softening (Wei et al. 2018). Furthermore, Botrytis cinerea
infection, the major postharvest pathogen in tomatoes (Wei et al.
2018), was reduced when tomato softening was genetically sup-
pressed (Cantu et al. 2008). Nevertheless, the high firmness
values of samples within the active packaging were not different
(p > 0.05) to CTRL samples at day 22. Ethylene production has
been reported to be inhibited in apples treated with thyme EO
during storage (Shirzadeh and Kazemi 2012) and ethylene is
known to promote fungus growth as observed for Botrytis
cinerea in apples (Zhu et al. 2012). Accordingly, the observed
lower decay incidence may be explained by lower ethylene con-
centrations within the active packaging due to (1) encapsulation
of ethylene within the free cyclodextrins, as previously reported
(Ho et al. 2011), as EOs are progressively released from the EO-
cyclodextrin complex during storage and/or (2) the inhibitory
effect of EOs against enzymes (Sarikurkcu et al. 2016), such as
those implied in the ethylene biosynthesis pathway, being ob-
served a lower ethylene production during storage of apples
treated with thyme EOs (Shirzadeh and Kazemi 2012). In that
sense, ethylene removal from packages reduced decay incidence
of blueberries during storage (Álvarez-Hernández et al. 2019).
Samples showed initial mesophiles, psychrophiles,
enterobacteria, yeast and moulds loads of 3.2, 3.2, 2.3, 2.0
and 2.0 log CFU g 1, respectively (Table 3). As expected,
microbial growth occurred during storage of samples for all
microbial groups, except for yeast and moulds, which are well
known to be with low growth rate at such cold storage tem-
peratures. Particularly, mesophiles, psychrophiles and
enterobacteria loads increased by approximately 2, 1.4 and
2.4 log units after 22 days at 8 °C, respectively.
Furthermore, mesophiles and enterobacteria loads increased
by approximately 2 and 1.2 log units, respectively, after
commercialisation periods, while psychrophiles (which
Fig. 1 Firmness of fresh tomatoes
non packaged (CTRL) or pack
aged under active packaging
(ACT; active cardboard box coat
ed with lacquer including EO
βCD inclusion complex) stored at
8 °C up to 22 days with comple
mentary commercialisation pe
riods (COM; 3 days at 25 °C) (n =
3 ± SD). Different letters denote
significant differences (p < 0.05)
among packaging treatment at
each sampling time
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optimum growth temperature are refrigeration temperatures)
were unaffected (p > 0.05). Packaging treatment factor, single
or combined with the storage time factor, was not significant
for any of the microbial groups, except for enterobacteria. The
low in vivo EO antimicrobial effect compared with in vitro
studies has been widely reported (Burt 2004). The lower
in vivo EOs effectiveness may be explained by different fac-
tors such as EO evaporation, light and/or oxygen-induced de-
composition and reactions with food compounds (Burt 2004).
Furthermore, biofilm formation on product surface may be
responsible also from this lower in vivo EO effectiveness
(Castro-Ibáñez et al. 2017). Enterobacteria seemed to be more
sensitive to the released EOs from the active packaging coated
with the EO-βCD complex. In that sense, samples under the
active packaging showed enterobacteria loads 1 log units low-
er than samples under the non-active packaging after 6 days at
8 °C and the 6 days’ commercialization period. Nevertheless,
such EO bacteriostatic effect on the enterobacteria growth was
not observed (p > 0.05) from day 12 to day 22 probably owed
to the low EO release from the active packaging after such
storage time as observed in the “EO Contents of Active
Packaging and EO Residues on Tomatoes During Storage”
section.
Fig. 2 Decay incidence of fresh
tomatoes non packaged (CTRL)
or packaged under active packag
ing (ACT; active cardboard box
coated with lacquer including
EO βCD inclusion complex)
stored up to 22 days at 8 °C with
complementary
commercialisation periods
(COM; 3 days at 25 °C) (n = 3 ±
SD). Different uppercase letters
denote significant (p < 0.05) dif
ferences among packaging treat
ments for the same storage time
Table 3 Microbial quality of
fresh tomatoes non packaged
(CTRL) or packaged under active
packaging (ACT; active card
board box coated with lacquer
including EO βCD inclusion
complex) stored at 8 °C up to 22
days with complementary
commercialisation periods
(COM; 3 days at 25 °C) (n = 3 ±
SD)
Storage
days
Packaging
treatment
Mesophiles Psychrophiles Enterobacteria Yeast Moulds
0 3.2 ± 0.2 3.2 ± 0.3 2.3 ± 0.4 < 2 < 2
5 CTRL 4.5 ± 0.3 4.6 ± 0.3 4.6 ± 0.2 < 2 < 2
ACT 4.4 ± 0.2 4.5 ± 0.2 3.6 ± 0.1 < 2 < 2
5+COM CTRL 4.7 ± 0.6 4.5 ± 0.5 3.6 ± 0.3 2.1 ± 0.1 2.2 ± 0.2
ACT 4.6 ± 0.3 4.5 ± 0.4 2.3 ± 0.2 2.2 ± 0.1 2.3 ± 0.1
12 CTRL 4.8 ± 0.2 4.2 ± 0.4 5.2 ± 0.2 < 2 < 2
ACT 4.7 ± 0.4 4.1 ± 0.2 5.4 ± 0.2 < 2 < 2
12+COM CTRL 5.4 ± 0.5 4.4 ± 0.2 4.8 ± 0.3 2.3 ± 0.1 2.1 ± 0.2
ACT 5.3 ± 0.4 4.2 ± 0.3 5.8 ± 0.4 2.5 ± 0.3 2.2 ± 0.1
22 CTRL 5.1 ± 0.4 4.6 ± 0.2 4.7 ± 0.3 < 2 < 2
ACT 5.0 ± 0.4 4.5 ± 0.3 4.5 ± 0.2 < 2 < 2
Packaging treatment (A) ns ns 0.26‡ ns ns
Storage time (B) 0.23‡ 0.22‡ 0.18‡ 0.05‡ ns
A × B ns ns 0.37‡ ns ns
‡ Significance for p ≤ 0.001
ns, not significant (p > 0.05)
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Sensory Analyses
Sensory quality of samples during storage is shown in
Fig. 3. Tomato colour was better scored after 12 days at
8 °C and after the commercialisation period at day 5. In
that sense, red colour development of samples after 12
days (8 °C) and 5 days’ commercialisation period, which
corresponded to colour index values of 30–35 (Table 2),
could be considered as the preferred red colour for this
tomato variety during storage. Further storage, either 22
days at 8 °C or 12 days’ commercialisation period, led to
lower colour scores although these scores were still over
the LU (5). Attending to firmness, tomato storage for 12
days at 8 °C did not highly reduced firmness sensory
scores, which corresponded to a firmness decrease of 7
N. Nevertheless, firmness scores of samples were
decreased to 6–6.5 after 22 days at 8 °C, which was com-
parable to the reduction of firmness scores after 12 days’
commercialisation period. Appearance showed a similar
behaviour as firmness reaching the lowest appearance
scores after 22 days at 8 °C and after the 12 days’
commercialisation period. The panel test did not find dif-
ferences among both packaging treatments related to col-
our, firmness or appearance. Nevertheless, tomatoes from
the active packaging showed better flavour scores during
storage at 8 °C and after both commercialisation periods.
Particularly, flavour scores of the samples under the non-
active packaging were below the LU after 22 days at 8 °C
and the 12 days’ commercialisation period, although sam-
ples under the active packaging were still over the LU.
Accordingly, the overall quality of the samples under ac-
tive packaging was still over the LU after 22 days at 8 °C
1
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Fig. 3 Sensory quality of fresh
tomatoes non packaged (CTRL)
or packaged under active packag
ing (ACT; active cardboard box
coated with lacquer including
EO βCD inclusion complex)
stored for 5 (A), 12 (B) and 22
days (C) at 8 °C with comple
mentary commercialisation pe
riods (COM; 3 days at 25 °C) af
ter 5 (a) and 12 days (b) (n = 3 ±
SD)
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and the 12 days’ commercialisation period, being overall
quality scores of CTRL samples at such storage times
below the LU. No off-flavours related to EOs were detect-
ed for any of the samples by the panel test during the
studied storage periods. In conclusion, the overall sensory
quality of samples was highly influenced by flavour being
scored tomatoes packaged under the active box over the
LU after 22 days at 8 °C, while non-active box reduced
the overall quality to 12 days at 8 °C.
EO Contents of Active Packaging and EO Residues
on Tomatoes During Storage
EO content (referred to carvacrol, the major component of the
used EO mix) of the active packaging containing samples dur-
ing storage is shown in Fig. 4. The active packaging showed an
initial EO content of 23–28 mg m 2, without significant differ-
ences between base and box sides. The EO content of the active
packaging was reduced during product storage because of the
EO release from the EO-βCD inclusion complex. Particularly,
EO content decreased by 52–58 and 77–84% after 5 and 12
days at 8 °C, reaching an almost complete EO release from the
complex after 22 days at 8 °C. EO content was reduced by an
average of 46%, without high differences among box bottom or
sides, after commercialisation periods.
The EO content of tomato skin was lower than 1 μg g 1
during all storage periods (data not shown). Such low car-
vacrol of samples was not detected by the panel test as
previously described in the “Sensory Analyses” section.
Although carvacrol should be used with caution with anti-
coagulant drugs, due to its antiplatelet aggregation activity
(Tisserand and Young 2014), there are no health concerns
referred to carvacrol, to the best of our knowledge, being
considered carvacrol as a GRAS product (Smith et al.
2005).
Conclusions
Active packaging including encapsulated EOs was studied as
a solution to extend the shelf life of fresh tomatoes. The con-
trolled EO release from the inclusion complex (included in the
coating of the active packaging) allowed to highly control
decay in fresh tomatoes, which also showed better sensory
quality, while physicochemical quality was unaffected. In that
sense, this active packaging may be used by the food indus-
tries to reduce product losses through the product retail pe-
riods. This EO-β cyclodextrin inclusion complex has been
studied within coated cardboard boxes for fresh tomatoes al-
though its use could be extended to other fruits and vegetables.
Furthermore, this inclusion complex could be also included in
the packaging materials (containers as trays, boxes, etc.; or
films for flow-pack solutions) used for the modified atmo-
sphere packaging of fresh-cut fruit and vegetables. Future
studies could also investigate the ethylene adsorption from
the β-cyclodextrin of the inclusion complex once the EOs
are released. In that sense, this EO-β cyclodextrin inclusion
complex could be considered as a multifunctional (antimicro-
bial and ethylene adsorption) active packaging with the con-
sequent high economic benefits for the related food industries.
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Resumen 
En este capítulo se estudia el efecto del envase activo antimicrobiano de cartón que 
actúa mediante la liberación controlada de los AEs en forma de vapor, sobre la vida útil 
de pimientos frescos, de la variedad California, durante su almacenamiento a 8 ºC y un 
90 % de HR. Este envase activo de cartón corrugado está recubierto con una polímero 
acrílico en base agua, que incluye AEs encapsulados en β-CD. La mezcla de AEs fue 
la constituida por carvacrol-orégano-canela (80:20:10 v/v). Los pimientos fueron 
almacenados envasados a granel, en las condiciones anteriores, hasta el final de su 
vida útil. Pimientos verdes, rojos y amarillos fueron envasados en dos tipos de envases 
diferentes. Un envase de cartón convencional (Control (CTRL)) con recubrimiento 
interno impermeabilizante a base de una laca polimérica (aplicado como una emulsión 
en base agua); y por otro lado, un envase activo de cartón (Active Packaging (AP)) con 
un recubrimiento activo que incluye AEs encapsulados en β-CD, y a su vez, embebidos, 
en el mismo recubrimiento impermeabilizante de polímero acrílico utilizado para los 
envases control. 
Durante la vida útil de los pimientos frescos se realizaron determinaciones 
microbiológicas y fisicoquímicas (sólidos solubles, pH y acidez titulable), color, firmeza, 
incidencia de frutos que presentan podredumbres, análisis sensorial y para finalizar, se 
determinó la presencia de residuos de AEs sobre el fruto y el envase.   
En cuanto a los resultados obtenidos, los pimientos almacenados en envases activos 
mostraron una reducción de dos unidades logarítmicas, en el recuento de 
enterobacterias y mohos en la superficie del fruto, con respecto a los pimientos 
conservados en envases control después de 18 días de conservación. La incidencia de 
frutos con podredumbre fue muy controlada por el envasado activo presentando un 
porcentaje inferior al 5 % después de 18 días de conservación, mientras que las 
muestras control mostraron incidencias de podredumbres en torno al 10-15 %. El uso 
del envase activo no afectó negativamente a la calidad fisicoquímica de los pimientos, 
ya que mostraron mejor firmeza tanto los pimientos rojos como los verdes almacenados 
en envases activos, a los 18 días de conservación refrigerada.  
En cuanto a la migración de AEs al fruto, esta fue muy baja (por debajo de 1 ppm) 
durante todo el período de conservación, por lo que el panel sensorial no detectó 
sabores extraños en los pimientos.  
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AN INNOVATIVE ACTIVE CARDBOARD BOX FOR BULK PACKAGING OF 
FRESH BELL PEPPER
 Carvacrol:oregano:cinnamon at 70:10:20 (EO mix) highly reduced saprophyte
moulds.
 Active cardboard with an EO mix-inclusion complex was developed and
characterised.
 Decay of peppers after 18 d was reduced from 10-15 to < 5 % using active
cardboard.
 Firmness was better preserved using active cardboard being quality highly kept.
 Active cardboard extended bell peppers’ shelf life up to 18 d (8 ºC).
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15 ABSTRACT
16 An antimicrobial active packaging based on controlled essential oils (EOs) vapour release 
17 was studied to extend the shelf life of fresh bell peppers bulk-packaged with this active 
18 box during storage at 8 ºC (90 % relative humidity (RH)). The active packaging consisted 
19 of a corrugated cardboard box coated with a water-based acrylic emulsion including a 
20 β−cyclodextrin (βCD) inclusion complex of a EO mix (carvacrol:oregano:cinnamon 
21 70:10:20 v:v:v). The EO mix was efficiently encapsulated within the βCD inclusion 
22 complex by 94 %. Green, red and yellow peppers packaged within the active box showed 
23 1−2 lower log units of enterobacteria than the control (without the active coating) 
24 packaging after 11−18 d at 8 ºC (90 % RH). Furthermore, green/red and yellow peppers 
25 showed lower (approximately 1 log unit) mould counts than control samples after 6 and 
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26 11 d, respectively. The decay incidence of samples was also highly controlled by the 
27 active packaging with percentages lower than 5 % after 18 d while control samples 
28 showed decay incidences of 10−15 %. The use of this active box did not negatively affect 
29 the physicochemical quality of peppers even showing red and green peppers of the active 
30 box better firmness than control samples after 18 d. The shelf life of peppers stored with 
31 the active box reached 18 d while samples stored with the control box were rejected. 
32 Conclusively, this active packaging allowed to extend the shelf life of green, red and 
33 yellow peppers for 18 d at 8 ºC and 90 % RH.
34
35 Keywords: Active coating; encapsulated essential oils; β−cyclodextrin; inclusion complex; 
36 quality.
37
38 1. INTRODUCTION
39 Bell pepper (Capsicum annuum L.) is an annual herbaceous vegetable crop from the 
40 Solanaceae family. Spain is the fifth largest producer of bell pepper in the world (3 % of 
41 the world production) with a national production of 1,293,700 t in 2018 (MAPA, 2018). 
42 The wide variety of colours, sizes and shapes, together with its characteristic flavour and 
43 high nutritional properties, have led to the growing consumer interest in this vegetable 
44 (Meir et al., 1995). The production of bell pepper is mainly (85 %) destined to the fresh 
45 market consumption and most of it is sold in bulk packaging (Reche-Mármol, 2010). 
46 Nevertheless, bell pepper is a vegetable highly susceptible to pathological deterioration, 
47 mainly by Alternaria alternata, Botrytis cinerea and other soft rots of fungal and bacterial 
48 origin (Tournas, 2005). In that sense, appropriate postharvest techniques are needed to 
49 control the pathological decay in bell pepper to extend its shelf life. The storage 
50 conditions recommended for bell pepper are 7.5−8 ºC and 90 % relative humidity (RH) 
51 while higher temperatures may increase water loss and shrivel of the product (Cantwell, 
98
52 2014). Nevertheless, complementary techniques are needed to control the microbial 
53 growth of the product during storage, meeting at the same time the actual consumer 
54 interest in natural treatments free from additives.
55 Essential oils (EOs) are natural substances obtained from plant material (flowers, leaves, 
56 seeds, buds, twigs, bark, herbs, wood, fruits and roots), which show excellent in vitro 
57 antimicrobial properties. Carvacrol, the major component of oregano EO, and the 
58 oregano−cinnamon EO combination have shown excellent antimicrobial activities 
59 against a wide variety of microorganisms including moulds (Burt, 2004). Due to the 
60 hydrophobic nature of EOs, their use is highly limited in water−based treatments of fruit 
61 and vegetables. Therefore, the needed EO concentrations to achieve effective 
62 antimicrobial effects need to be highly increased when applied in in vivo conditions. 
63 Nevertheless, high EO concentrations lead to off−flavours typical from EOs being such 
64 products rejected by the consumer. The entrapment of EOs by nanoencapsulation has 
65 been widely studied in the last decades to increase the EO efficiency through a controlled 
66 EO release that limits the microbial growth of food products during storage (Marques et 
67 al., 2019). Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligomers of α−D−glucopyranose. CDs have 
68 been intensively studied in food science for several purposes such as the controlled release 
69 of antimicrobials, protection of nutritional/health−promoting compounds, stabilization of 
70 flavours, elimination of undesired tastes and browning reactions, among other 
71 applications (Marques et al., 2019; Pothakamury and Barbosa-Cánovas, 1995; Seglie et 
72 al., 2012). The most important CDs at industrial level are α− and βCD, being the latter 
73 one highly extended due to its low cost. βCD molecule is made up of 7 D−glucose 
74 monomers linked by α (1,4) bonds, exhibiting the shape of a truncated hollow cone. βCD 
75 is approved as a food additive in Europe (E459), USA and Japan, being established an 
76 acceptable daily βCD intake of 5 mg kg−1 day−1 (Mortensen et al., 2016). The βCD 
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77 cavities are hydrophobic, whereas the external faces are hydrophilic. In that sense, the EO 
78 entrapment within an βCD inclusion complex lets to the increment of the EO stability by 
79 reduction of the EO volatility and preservation of their biological properties, while a 
80 controlled EO release is allowed (Ayala-Zavala et al., 2008; Marques et al., 2019).
81 Active antimicrobial packaging is an emerging technology that allows to extend the food 
82 shelf life through a controlled release of the encapsulated antimicrobial compounds 
83 (Khaneghah et al., 2018). Corrugated cardboard is widely used in the European Union as 
84 a packaging material for bulk packaging of fresh fruit and vegetables. Cardboard is 
85 frequently coated with waterproof lacquers to reinforce its mechanical properties since 
86 fruit and vegetables need to be stored at high RH to minimise the water loss during 
87 storage. In that sense, active cardboard boxes coated with lacquers including 
88 nanoencapsulated antimicrobial compounds may highly extend the shelf life of fresh fruit 
89 and vegetables.
90 The objective of this work was to analyse the effect of an innovative active (antimicrobial) 
91 cardboard box coated with encapsulated EOs (carvacrol:oregano EO:cinnamon EO mix) 
92 (named EOs−βCD inclusion complex) on the microbial, physicochemical and sensory 
93 quality of fresh bell peppers (green, red and yellow) bulk−packaged with this packaging 
94 and stored at 8 ºC (90 % RH). Previously, the used EO mix for the EOs−βCD inclusion 
95 complex was selected based on their in vitro antimicrobial activities against common 
96 moulds in bell peppers and pathogens. Furthermore, the active cardboard box was also 
97 characterized (in vitro antimicrobial activity and physical/mechanical properties) and the 
98 EO residues from the active box in peppers were monitored during the product storage.
99
100 2. MATERIALS AND METHODS
101 2.1. Materials
100
102 Carvacrol, oregano EO and cinnamon EO were obtained from Lluch Essence S.L. 
103 (Barcelona, Spain). βCD was obtained from Roquette (Lestrem, Francia). Waterproof 
104 lacquer (a water−based acrylic emulsion named UKAPHOB HR 530; 30 % solids) 
105 (authorised for food contact surfaces according to EC (2004)) was acquired from 
106 Schill+seilacher GMBH (Böblingen, Germany). Boxes (395×295×210 / 140 / 47 mm) of 
107 corrugated cardboard (made with Kraft paper) were manufactured by the company 
108 SAECO (Molina de Segura, Spain). All the material for the microbial analyses was 
109 acquired from Scharlau Chemie (Barcelona, Spain).
110 Purified isolates of the following moulds were kindly supplied by J.A. Martínez 
111 (Department of Agricultural Engineering, Universidad Politécnica de Cartagena, Spain): 
112 B. cinerea, A. alternata, Penicillium spp., Aspergillus niger and Fusarium spp. 
113 Furthermore, decayed bell peppers with visual mycelial growth were also taken from 
114 Fruca company (Balsapintada, Spain) to prepare a mould cocktail. For pathogens, 
115 Escherichia coli (CECT 7619), Listeria monocytogenes LM88, Salmonella enterica 
116 subsp. enterica (CECT 4300) (stored at -80 ºC in glycerine:water solution 1:3 
117 volume:volume (v:v)) were kindly supplied by A. Palop (Department of Agricultural 
118 Engineering, Universidad Politécnica de Cartagena, Spain).
119 Bell peppers (Capsicum annuum L.) (green, red and yellow) were grown in the Southeast 
120 of Spain by the company Fruca (Balsapintada, Spain). Peppers were grown under 
121 greenhouse conditions according to integrated pest management cultural practices. 
122 Peppers were hand−harvested in May 2018 and transported to Fruca installations where 
123 they were packaged under the different packaging treatments (control and active boxes) 
124 and stored in the cold rooms of this company at 8 ºC (90 % RH).
125
126 2.2. In vitro antimicrobial effect of EOs
101
127 The antimicrobial activities of the EOs (carvacrol, oregano EO and cinnamon EO; either 
128 single or different EO mixes), EOs−βCD inclusion complexes (prepared using different 
129 EO mixes as described in the following section) and the active packaging (including the 
130 selected EOs−βCD inclusion complex as described in the following sections) were 
131 studied. The studied carvacrol:oregano EO:cinnamon EO mixes were: 80:20:0 (v:v:v) 
132 (EOs1 mix), 80:0:20 (EOs2 mix), 70:10:20 (EOs3 mix) and 60:20:20 (EOs4 mix). As 
133 observed, all these EO mixes included a high carvacrol proportion due to its excellent 
134 antimicrobial activity against the studied pathogens to ensure the food safety of the 
135 product (EC, 2007). EOs1 and EOs2 mixes were selected to study the oregano EO and 
136 cinnamon EO contribution to the antimicrobial activity of carvacrol. Meanwhile, EOs3 
137 and EOs4 mixes were selected to study the most appropriate oregano EO proportion to 
138 supplement the antimicrobial activity of carvacrol.
139 Mould and pathogen inocula were prepared as described in the following lines. For 
140 moulds, fragments (approximately 3 mm of diameter) of the mould isolates were diluted 
141 in Potato Dextrose broth and it was used as the mould inoculum. For pathogens, two 
142 subcultures of the frozen pathogen strains were made in nutrient broth at 37 ºC until the 
143 stationary phase was reached (after 24 h) at each subculture. The second subculture was 
144 selected as the pathogen inoculum. Microbial inocula were adjusted to 4−5 log colony 
145 forming units (CFU) mL−1 by 10−fold dilution series using buffered peptone water. Then, 
146 the adjusted inoculum was spread−plated (0.1 mL) on Petri dishes containing Plate Count 
147 Agar.
148 The antimicrobial activity of EO (single or mixes) were studied by the modified technique 
149 (‘disc diffusion by vapour contact’) of the disc diffusion method (Edwards-Jones et al., 
150 2004). Briefly, EOs were spotted at 300 mg m−2 onto 3.5−cm diameter filter paper discs. 
151 The EO concentration (300 mg m−2) was selected as the most effective to achieve high 
102
152 antimicrobial activities according to our previous experiments with several EOs (data not 
153 shown). Control samples were performed using paper discs without EOs. The 
154 EOs−impregnated discs were fixed with sterile adhesive tape (Deltalab; Rubí, Spain) in 
155 the centre of the lid of the inoculated Petri dishes. The Petri dishes were then sealed using 
156 the sterile adhesive tape. The sealed Petri dishes were face−down incubated at 37 ºC/48 
157 h (pathogens) or 25 ºC/7 d (moulds).
158 The antimicrobial activity of the EOs−βCD inclusion complexes was also studied with 
159 the modified technique (‘disc diffusion by vapour contact’). In this case, the prepared 
160 EOs−βCD inclusion complex powder was manually extended in the centre (on a 2 cm 
161 diameter surface) of the lid of the inoculated Petri dishes. The Petri dishes were sealed 
162 and stored as described above. Control samples were performed applying only βCD 
163 powder (without EOs).
164 The antimicrobial activity of the active paperboard (Kraft paperboard) coated with the 
165 selected EOs−βCD inclusion complex (EOs3 as described in the Results and discussion 
166 section)) was also studied with the modified technique (‘disc diffusion by vapour 
167 contact’). Briefly, Kraft paperboard discs of 6.5 cm diameter were manually coated with 
168 the selected EOs−βCD inclusion complex at 4 mL m−2. The prepared paper discs were 
169 fixed to the lid of the inoculated Petri dishes with the sterile adhesive tape, sealed and 
170 incubated as described above. Control samples were performed using Kraft paperboard 
171 discs with diluted (according to section 2.3) lacquer (without the EOs−βCD inclusion 
172 complex).
173 All in vitro treatments were performed in triplicate (3 Petri dishes) and microbial counts 
174 were expressed as log CFU mL−1. The microbial reductions were expressed as the log 
175 unit differences compared to the correspondent control.
176
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177 2.3. Preparation of EOs−βCD inclusion complex and characterization
178 The EO mix selected for the EOs−βCD inclusion complex was 
179 carvacrol:oregano:cinnamon 70:10:20 v:v:v (EOs3 mix) due to its high antimicrobial 
180 activity compared to other three EO mixes (EOs1,  EOs2 and EOs4 mix) (see Results and 
181 discussion section). The EOs3−βCD inclusion complex (hereinafter named as “EOs−βCD 
182 inclusion complex”) was prepared using the kneading method (Kamimura et al., 2014; 
183 Manolikar and Sawant, 2003). Briefly, 0.15 g of the EOs mix was mixed with 1.14 g of 
184 βCD in a 1:1 molar ratio in a mortar (including 3 mL of ethanol) and kneaded for 45 min. 
185 Then, the obtained EOs−βCD inclusion complex was kept for 48 h in a desiccator under 
186 vacuum at room temperature and then stored at -20 ºC until its use.
187 The entrapment efficiency (EE) of EOs in the EOs−βCD inclusion complex was 
188 determined by Differential Scanning Calorimetry (DSC) using a DSC device (model 
189 822E, Mettler−Toledo GmbH, Schwerzenbach, Switzerland). Briefly, samples (2 mg) of 
190 this inclusion complex were placed in aluminium pans (40 μL). Then, the specimens were 
191 heated, under a nitrogen atmosphere (flow rate of 50 mL min−1), from 30 to 400 ºC with 
192 a heating rate of 10 ºC min−1. EE was calculated based on an evaporation enthalpy fit of 
193 the inclusion complex as described in Eqs. 1 and 2:
194 (1)𝐸𝐸 =
ℎ𝑒𝐸𝑂𝑠
ℎ𝐸𝑂𝑠
× 100
195 (2)ℎ𝑒𝐸𝑂𝑆 =
ℎ𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥 ×  𝐸𝑂𝑠𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥
100
196 where heEOS is the enthalpy of the entrapped EOs, hEOS is the enthalpy of the added EOs, 
197 hcomplex is the enthalpy of the EOs−βCD inclusion complex and EOscomplex is the 
198 percentage of added EOs in the EOs−βCD inclusion complex.
199 Thermogravimetric/Differential Thermal Analyses (TG/DTA) were conducted to analyse 
200 the thermal stability of the EOs−βCD inclusion complex. TG/DTA analyses were 
201 performed using a TG analyser (model TGA 50, Mettler−Toledo GmbH, Schwerzenbach, 
104
202 Switzerland) in a temperature range from 30 to 600 ºC, a heating rate of 5 ºC min−1 and 
203 under a nitrogen atmosphere with a flow rate of 50 mL min−1.
204 Fourier Transform Infrared spectroscopy (FTIR) analyses were performed with an FTIR 
205 spectrometer (Thermo Scientific Nicolet 5700, Berlin, Germany). Samples (2 mg) were 
206 mixed with 200 mg of KBr and this mixture was pressed to form tablets with a thickness 
207 of 1 mm. FTIR analyses were conducted in absorbance mode and wavenumbers between 
208 400 and 4,000 cm−1.
209 The microscopic morphology of active and control materials from boxes was studied 
210 using a scanning electron microscope (SEM) (Hitachi S−3500N SEM). Samples were 
211 previously coated with gold in a sputter coater (SC7640, Quorum Technologies, East 
212 Sussex, England) and then observed with the SEM at 15 kV.
213
214 2.4. Preparation of the active box and characterization
215 The EOs−βCD inclusion complex was previously dissolved in water−diluted lacquer 
216 (final solid concentration of 8.5 %). The lacquer dilution was made to compensate the 
217 addition of the EOs−βCD inclusion complex since lacquers with solids > 30 % may 
218 difficult their industrial application on the cardboard surface. The lacquer containing the 
219 EOs−βCD inclusion complex was applied on the cardboard by spraying at industrial scale 
220 in the company SAECO (Molina de Segura, Spain). Cardboard coating was made at 4 mL 
221 m−2 following the manufacturer recommendations to obtain a homogeneous coating on 
222 the paperboard surface while reaching adequate waterproof characteristics.
223 The following mechanical properties of boxes were analysed by the Packaging, Transport 
224 & Logistics Technological Institute (ITENE; Paterna, Spain): compression resistance 
225 (UNE 137001:03), vibration tests at fixed low frequency (PT−04−27), bottom bending 
105
226 resistance (UNE 49706:02), edgewise crush resistance (UNE EN ISO 3037:13), puncture 
227 resistance (UNE ISO 3036:13) and static coefficient of friction (TAPPI T 816om:92).
228 The water absorptivity and water vapour permeability (WVP) of the paperboard from 
229 boxes were also measured in our laboratory. The water absorptivity was determined as 
230 previously described (Han et al., 1999; Taboada−Rodríguez et al., 2013). Briefly, 
231 paperboard samples were placed on WVP methylacrylate cups (46 mm internal diameter 
232 and 27 mm depth) containing distilled water (18 mL). Then, the cups were placed in a 
233 forced (speed 3 m s−1) convection chamber at 25 ºC and 50–60 % RH. Cup weights were 
234 registered every hour up to 8 h. The water vapour transmission rate (WVTR) was 
235 calculated by linear regression of the steady state portion of weight loss vs time curve. 
236 The WVP (g m m−2 s−1 Pa−1) was determined by multiplying the WVTR by the thickness 
237 (m) of the cardboard and then dividing by the water vapour partial pressure difference 
238 between the two sides of the cardboard (Gennadios et al., 1994).
239 Morphology of the box surface was also studied by SEM. Box samples for SEM analyses 
240 were previously coated with gold as described above, and then observed at 15 kV with 
241 the SEM.
242
243 2.5. Quality of fresh bell peppers bulk-packaged in the active box during storage
244 Packaging of fresh bell peppers and cold storage were made in the company Fruca 
245 (Balsapintada, Spain). Control (CTRL) (without the selected EOs−βCD coating) and 
246 active (with the selected EOs−βCD coating) boxes were used for bulk−packaging of 
247 green, red and yellow bell peppers. Such boxes were manually filled with 24 bell peppers. 
248 The boxes including the product were then stored at 8 ºC (90 % RH) up to 18 d. Three 
249 replicates (three boxes) per packaging treatment (CTRL or active boxes) and pepper 
250 variety (green, red and yellow) were taken at each sampling time (1, 6, 11 and 18 d). A 
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251 total of 72 boxes were prepared. Microbial (and decay incidence), physicochemical, 
252 firmness and sensory quality analyses were performed each sampling time as described 
253 in the following subsections.
254
255 2.5.1. Microbial quality and decay incidence
256 Microbial loads of bell peppers were analysed as previously described (López-Gómez et 
257 al., 2019; Martínez-Hernández et al., 2017). Briefly, two peppers were mixed with 
258 buffered peptone water (1:2 weight:volume (w:v)) and then homogenised for 1 h at 120 
259 rpm in an orbital shaker at 4 ºC. Viable counts were based on duplicate counts by 10−fold 
260 serial dilutions in buffered peptone water. Then, aliquots (1 mL) of the microbial dilutions 
261 were pour−plated in Plate Count Agar and Violet Red Bile Glucose Agar for 
262 mesophiles/psychrophiles and enterobacteria, respectively. For moulds, microbial 
263 aliquots (0.1 mL) were spread-plated on Rose Bengale Agar. Mesophiles, psychrophiles, 
264 enterobacteria and moulds were incubated at 31 ºC/48 h, 4 ºC/7 d, 37 ºC/24 h and 25 ºC/7 
265 d, respectively. Results were expressed as log CFU g−1. Each of the three replicates was 
266 analysed in duplicate.
267
268 2.5.2. Physicochemical quality and firmness
269 The juice from bell peppers was obtained with a blender (model MX2050; Braun, 
270 Germany). The Soluble solids content (SSC) of the obtained juice was determined with a 
271 digital handheld refractometer (Atago N1; Tokyo, Kanto, Japan) at 20 ºC and it was 
272 expressed as %. The pH of the juice was measured with a pH−meter (Basic20, Crison; 
273 Alella, Cataluña, Spain). The titratable acidity (TA) of the diluted juice (5 mL of juice 
274 and 45 mL of distilled water) was determined with an automated titrator (model T50; 
275 Metter Toledo; Milan, Italy) with 0.1 N NaOH to pH 8.1 being expressed the TA results 
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276 as equivalents of citric acid in g kg−1. Each of the three replicates was analysed in 
277 duplicate.
278 The firmness of bell peppers was determined with a texturometer (model TA XT Plus; 
279 TA Instruments; Surrey, UK). First, pepper strips (1×3 cm) were cut (longitudinal 
280 direction) with a sharp knife from two opposite sides of each pepper sample. Then, the 
281 strips were allowed to equilibrate at room temperature for 30 min prior to the firmness 
282 measurements. The firmness of pepper strips was determined with a compression test 
283 using a 4.5−kg load cell and a 4−mm−diameter cylinder stainless probe. Each sample was 
284 compressed 8 mm at three equidistant (longitudinal axis) points of each strip using a test 
285 speed of 20 mm min−1. The peak force (N) necessary to achieve the target distance was 
286 recorded. The firmness was determined in two strips (3 equidistant points per each strip) 
287 per each pepper. Five peppers were analysed per each replicate (box).
288
289 2.5.3. Sensory quality
290 Sensory analyses were performed according to international standards (ASTM, 1986). 
291 Tests were conducted in a standard room (ISO, 2007) equipped with ten individual taste 
292 booths. Pepper strips (10×3 cm) were served at room temperature in transparent glass 
293 plates coded with three random digit numbers. Still mineral water was used as a palate 
294 cleanser. The panel consisted of twelve assessors (six women/six men, aged 22–68 years) 
295 who were trained in discriminative quality attributes. Colour, flavour, texture and overall 
296 quality were assessed using a 9−point hedonic scale of acceptability (9: excellent; 5: fair, 
297 limit of usability (LU); 1: extremely bad).
298
299 2.6. EO residues in fresh bell peppers bulk-packaged in the active box
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300 EO residues in peppers were analysed during storage. Carvacrol residues were analysed 
301 since carvacrol was the major EO component of the used EO mix. Briefly, pepper strips 
302 (13 g) were mixed with 20 mL of hexane, vortex for 1 min and then homogenised for 1 h 
303 at 120 rpm in an orbital shaker at 4 ºC. The homogenised mixture was filtrated (0.22−µm 
304 syringe filters) and analysed with a gas chromatograph coupled to a mass spectrometer 
305 (GC−MS model 6890 (Agilent Technologies; Palo Alto (USA)). Carvacrol separation 
306 was achieved on a 30 m×0.25 mm×0.25 µm capillary column (CP8982 VF17ms; Agilent 
307 Technologies). The carrier gas was helium with a constant flow of 2.8 mL min−1 and 
308 pressure of 264.8 kPa. The injection was performed in splitless mode. The oven 
309 temperature was held at 50 ºC for 1 min after injection, then programmed to reach 235 ºC 
310 after 10 min and held at 235 ºC until 29.5 min. MS was set in electronic impact mode (70 
311 eV) with a mass range of 40–400 amu. Source and MS quad temperatures were 230 and 
312 150 ºC, respectively. Carvacrol peak was identified by its mass spectra compared to data 
313 from the NIST05a.L database (National Institute for Standards and Technology). 
314 Carvacrol was quantified with a carvacrol standard (Sigma, USA) and expressed in fresh 
315 weight basis as mg kg-1. Three peppers were analysed per each replicate (box) every 
316 sampling time.
317
318 2.7. Statistical analyses
319 Differences between treatments were tested at a 0.05 level of probability with the R studio 
320 software. The effects of variety, treatments and storage time were tested with a three-way 
321 (variety, treatment and storage time) analysis of variance, followed by a multiple 
322 comparison test (Tukey HSD) to identify the differences between factors. Results are 
323 reported as mean values ± standard error.
324
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325 3. RESULTS AND DISCUSSION
326 3.1. In vitro antimicrobial effect of EOs and the EOs−βCD inclusion complex
327 The antimicrobial activities of carvacrol, oregano EO and cinnamon EO were studied 
328 against several pathogens and moulds commonly found in bell peppers (López-Gálvez et 
329 al., 1997). Carvacrol was more effective than oregano EO and cinnamon EO against the 
330 studied pathogens achieving reductions of 0.8, 0.9 and 1.1 for E. coli, Salmonella spp. 
331 and L. monocytogenes, respectively (Table 1). Cinnamon EO and oregano EO showed 
332 low antimicrobial activities against such pathogens. Attending to moulds, carvacrol also 
333 achieved high microbial inactivations (>3 log units) against A. alternata and Penicillium 
334 spp. Oregano EO was the only studied EO effective against A. niger showing a reduction 
335 of 1.8 log units. The increment of the antimicrobial activity of EOs when combining a 
336 major EO component (e.g. carvacrol) with its respective whole EO (i.e. oregano EO) has 
337 been widely reported (Burt, 2004). It has been hypothesized that the minor EOs 
338 components are critical for the antimicrobial activity of the whole EOs through a possible 
339 synergistic effect or potentiating influence. Interestingly, cinnamon EO was effective 
340 against B. cinerea and Fusarium spp. reaching a high mould inactivation (>3 log units). 
341 Our previous studies have also shown that cinnamon EO has a high antimicrobial effect 
342 against specific saprophyte moulds of citrus fruit, which are resistant to other EOs such 
343 as carvacrol and oregano EO (unpublished data). Consequently, EO mixes may have a 
344 broad antimicrobial effect against several microorganisms. In that sense, four EO mixes 
345 (EOs1, EOs2, EOs3 and EOs4) including a high carvacrol proportion were studied against 
346 a cocktail prepared with saprophyte moulds isolated from bell peppers.
347 The antimicrobial activities of the four EO mixes against the mould cocktail are shown 
348 in Figure 1. Furthermore, the antimicrobial activities of these EOs mixes entrapped in the 
349 βCD inclusion complex (pure inclusion complex and once it was applied on the active 
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350 packaging material) were also studied against this mould cocktail (Figure 1). As observed, 
351 cinnamon EO presence in the EO mixes was necessary to achieve significant microbial 
352 reductions since EOs1 discs did not achieve significant (p>0.05) reductions compared to 
353 control samples (Figure 1). Although EOs2, EOs3 and EOs4 discs showed similar 
354 (p>0.05) reductions among them, a different behaviour was observed when they were 
355 applied within the βCD inclusion complexes (either pure complex or once applied on the 
356 active packaging material). Particularly, EOs3 showed the highest microbial reductions 
357 when it was applied either as the pure complex or on the active packaging material. In 
358 that sense, the slow EOs3 release from the βCD inclusion complex achieved the best 
359 control of studied saprophyte moulds of peppers being this inclusion complex selected 
360 for the in vivo experiments.
361
362 3.2. Characterization of the EOs−βCD inclusion complex
363 The selected EOs−βCD inclusion complex showed an EE of 94.4 % according to Eqs. 1 
364 and 2. Such high EO entrapment within the βCD may be owed to the low molecular 
365 weight of EOs (Asbahani et al., 2015). The obtained EE of the inclusion complex is in 
366 agreement with previous data (up to EE of 99.8 %) using also the kneading method to 
367 entrap EOs within βCD (Marreto et al., 2008). The latter authors attributed this high EE 
368 to the absence of heating steps and long complexation times, typical from other 
369 encapsulation methods like the slurry procedure, which may lead to an important EO 
370 evaporation.
371 The TG/DTA analyses of the EOs−βCD inclusion complex shows data regarding EO 
372 entrapment and thermal stability of the inclusion complex when compared to the pure 
373 βCD (Supplementary material 1). An initial water/EO loss from 100 to 180 ºC was 
374 observed for both pure βCD and the EOs−βCD inclusion complex. βCD decomposition 
111
375 started to occur at 275 ºC as previously reported (Marreto et al., 2008). The EO 
376 entrapment within the βCD inclusion complex is corroborated by the acute mass loss 
377 observed between 180 and 270 ºC, which is attributed to the EO release (Marreto et al., 
378 2008).
379 The EO entrapment within the βCD inclusion complex was further confirmed by DSC 
380 thermograms (Supplementary material 2). The pure EOs3 mix showed an endothermic 
381 phase starting at 237−240 ºC reaching a peak at 248.3 ºC, which corresponded to the EO 
382 boiling point (Asbahani et al., 2015). The observed exothermic peaks from 300 to 340 ºC 
383 were possibly owed to melting and thermal decomposition of the βCD itself as previously 
384 found (Kamimura et al., 2014; Seo et al., 2010). The low negative enthalpy values (140.6 
385 and 291.2 J g−1 for the EOs−βCD inclusion complex and EOs3, respectively) are typical 
386 from low energy interactions like those occurred within the EOs−βCD inclusion complex: 
387 1) hydrophobic interactions (resulted from the displacement of water molecules from the 
388 βCD cavity), 2) increment of van der Walls interactions between the molecules, and 3) 
389 formation of hydrogen bonds, among others (Marreto et al., 2008; Mourtzinos et al., 
390 2007).
391 The interactions between host and guest molecules occurred in the EOs−βCD inclusion 
392 complex were further studied by FTIR analyses (Supplementary material 3). The pure 
393 EOs3 showed characteristic FTIR peaks of its components (Supplementary material 3): 
394 carvacrol, oregano EO and cinnamon EO. The typical FTIR absorptions from carvacrol 
395 and oregano EO were found at 3,367 (−OH stretch), 2,826−2,959 (C−H stretch), 1,591 
396 (alkene C=C), and 1,400 cm−1 (aromatic C=C). Furthermore, observed 1,510 and 1,605 
397 cm−1 peaks are characteristic from the cinnamon EO, which correspond to the stretching 
398 absorption of benzene ring and the stretching of C=O of the aldehyde group (Munhuweyi 
399 et al., 2018). Stretching vibration peaks for the aromatic hydroxyl groups were identified 
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400 at 1,250 cm−1. Out of plane stretching peaks due to aromatic C–H bonds were observed 
401 in the 900−650 cm−1 range. The aromatic CC stretching was also elucidated at 800 cm−1. 
402 The FTIR spectra of the EOs−βCD inclusion complex showed peaks shifts and intensity 
403 changes comparing to the FTIR spectra of pure EOs3. The characteristic peaks of βCD 
404 were identified at 3,300 (−OH stretch), 2,925 (vibration of C−H stretch), 1,643 (bending 
405 of H–O–H), 1,157 (vibrations of the asymmetric stretch of the C–O–C) and 1,023 cm−1 
406 (symmetric stretching link C–O–C) (Wang et al., 2014) when studying the pure βCD 
407 (Supplementary material 3). Nevertheless, the FTIR spectra of the EOs−βCD inclusion 
408 complex showed minimal differences compared with the βCD spectra. The latter 
409 differences between spectra of pure EOs3, βCD and the EOs−βCD inclusion complex 
410 have been also reported (Marques et al., 2019).
411 The morphology of free (pure) βCD and the EOs−βCD inclusion complex was studied by 
412 SEM (Supplementary material 4). The morphology of βCD was not substantially changed 
413 after the EO inclusion as observed in the SEM captions. Small particles on crystal surfaces 
414 were also observed due to agglomeration processes of other particles as it has been 
415 described (Songkro et al., 2012).
416
417 3.3. Characterization of the active box
418 The mechanical and hydrophobic properties of the CTRL and the active box including 
419 the EOs−βCD inclusion complex are shown as Supplementary material 5. The active box 
420 showed lower bottom bending and edgewise crush resistances than the CTRL box due to 
421 the lacquer application. Nevertheless, such resistance reductions would not compromise 
422 the needed box resistance for fruit and vegetable packaging. On the other side, the active 
423 box showed higher static coefficients of friction compared to the CTRL box, which is 
424 beneficial from the production and logistic view since friction must be adequate. As 
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425 expected, the active box presented lower water absorptivity and vapour permeabilities 
426 than the CTRL box due to the waterproof properties of the used lacquer. SEM captions 
427 of boxes (Supplementary material 6) showed that the lacquer application did not alter the 
428 morphology or fibre crosslinking of the packaging material. Furthermore, a homogeneous 
429 particle distribution of the EOs−βCD inclusion complex was observed on the active box 
430 surface.
431
432 3.4. Microbial quality and decay incidence of fresh bell peppers bulk−packaged with 
433 the active box
434 The antimicrobial benefits of the controlled EO release from the EOs−βCD inclusion 
435 complex were observed during the storage of bell peppers packaged with this active box 
436 (Table 2). The pepper variety factor showed statistical interactions with the packaging 
437 treatment factor on mesophilic, psychrophilic and mould loads (Table 2). In that sense, 
438 green and red peppers packaged within the active box showed higher log reductions 
439 (compared to the CTRL box) than yellow peppers. This pepper variety effect on the 
440 antimicrobial properties of the active box may be owed to the contents of specific 
441 phytochemicals from red and green peppers with high antimicrobial properties like 
442 ascorbic acid, carotenoids, etc. (Simonne et al., 1997). The highest bacteriostatic effects 
443 were observed on red peppers at day 6 being reduced as the storage time increased. 
444 Particularly, the triple factor interaction (pepper variety × packaging treatment × storage 
445 time) was significant (p<0.05) for psychrophiles showing red peppers from the active box 
446 2.2, 1.3 and 0.8 lower log units than CTRL after 6, 11 and 18 d, respectively (Table 2). 
447 Furthermore, the maximum bacteriostatic activity of the active box with green peppers at 
448 days 6−11 (up to 1.4, 3.1 and 1.3 lower log units than CTRL for mesophiles, 
449 psychrophiles and enterobacteria, respectively) was decreased to reductions of 1, 1.2 and 
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450 2 log units at day 18, respectively. At day 11, the highest bacteriostatic effect was 
451 observed for yellow peppers packaged within the active box with 0.9 and 0.5 lower 
452 mesophilic and psychrophilic log units compared to the CTRL box. Attending to moulds, 
453 green and red peppers packaged in the active box showed 1 and 0.6 lower log units, 
454 respectively, compared to the CTRL box at day 6. Contrary, the antimicrobial effect of 
455 the active box on mould loads of yellow peppers was only observed after 18 d with 1 log 
456 unit lower compared to CTRL samples. The reduction of such bacteriostatic effect for 
457 some microbial groups at the end of storage may be owed to several reasons: 1) reduction 
458 of EO content from the inclusion complex (as a result of the controlled release), 2) a 
459 possible increasing resistance of the survival bacteria to the studied EO, and 3) nutrient 
460 leakage from damaged plant tissues (due to product senescence during storage), which 
461 enhances microbial growth masking the bacteriostatic benefits from the active packaging.
462 The decay incidence of samples during storage is shown in Figure 2. As observed, bell 
463 peppers stored within the active box showed a lower decay incidence during storage 
464 compared to CTRL samples. The decay incidence of samples packaged in the active box 
465 was lower than 5 % after 18 d while such incidence raised to 10−15 % in CTRL samples. 
466 Due to the observed decay control with the active box, samples were further observed up 
467 to 21 d at 8 ºC (data not shown). Decay incidence of samples packaged in the active box 
468 was still highly controlled after 21 d with incidences of 2−6 % while such incidence raised 
469 to 16−19 % for CTRL samples.
470 Conclusively, the controlled EO release from the βCD inclusion complex led to a 
471 bacteriostatic effect clearly observed during storage of bell peppers using the active box. 
472 The decay incidence was highly controlled using this active packaging as observed. Fruit 
473 and vegetables are usually submitted to temperatures higher than 8 ºC during retail 
474 periods (distribution centres, freight, transportation, supermarkets, etc.). At such storage 
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475 temperatures, higher than the recommended ones, EO release from the inclusion complex 
476 may be higher. The latter behaviour has been explained since molecular Brownian motion 
477 is accelerated with a rise of temperature that improves the speed of EO releasing from the 
478 inclusion complex (Ren et al., 2018). In that sense, the EO release from the active 
479 packaging may be increased under abusive storage temperatures leading to a better 
480 control of the microbial growth, which is enhanced at such adverse storage temperatures 
481 for fruit and vegetables. In that sense, further studies are needed to test the antimicrobial 
482 activity of this active packaging at different storage temperatures.
483
484 3.5. Physicochemical and sensory quality of fresh bell peppers bulk−packaged with 
485 the active box
486 The pepper variety factor showed a significant effect on the studied physiochemical 
487 parameters (Table 3). As expected, red peppers showed initial SSC and TA higher than 
488 green and yellow peppers due to sugar and organic acid biosynthesis during pepper 
489 ripening. Sugar biosynthesis during ripening in yellow peppers is lower than red peppers 
490 as previously reported (Tsegay et al., 2013), and hereby observed (Table 3). The organic 
491 acid biosynthesis during colour turning of pepper ripening was also observed from the 
492 higher pH of red and yellow peppers compared to green pepper. TA and SSC of red and 
493 yellow peppers increased during storage. Organic acid biosynthesis using sugars as the 
494 energy pool is expected during senescence processes of fruit and vegetables. 
495 Nevertheless, the observed SSC increment during storage may be explained by the 
496 product dehydration (visually not observed) and increase of the activity of hydrolytic 
497 enzymes. The firmness of samples decreased during storage due to cell wall softening 
498 caused by softening enzymes like pectin methylesterase as it has been reported (Goulao 
499 et al., 2010; Rao et al., 2011). In general, packaging of peppers with the active box did 
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500 not induce high SSC (changes < 0.5 SSC units) and TA differences (changes < 0.05 TA 
501 units) comparing to CTRL samples at day 18. Although yellow peppers stored in the 
502 active box showed 1 SSC unit lower than CTRL samples at day 18, no flavour differences 
503 between these packaging treatments were appreciated by the panel test (Figure 3).
504 The overall quality of CTRL red and green peppers was below the limit of usability after 
505 18 d being limited the shelf life of these samples to 11 d at 8 ºC (Figure 3). Nevertheless, 
506 samples stored within the active box showed overall quality scores over the limit of 
507 usability ranging from 7 to 8 after 18 d. Particularly, CTRL green peppers showed the 
508 lowest colour score of 3.7 at day 18 while red peppers, regardless of packaging treatment, 
509 showed the highest colour scores. Red and green peppers stored within the active box 
510 preserved the product firmness (Table 3, Figure 3) better than CTRL samples after 18 d. 
511 This higher product firmness using the active box may be explained by the lower 
512 metabolism of cell wall carbohydrates occurred during fungal infection of the product as 
513 previously reported (Conway, 1987; Serrano et al., 2005). Nevertheless, no high firmness 
514 differences between packaging treatments were observed in yellow peppers after 18 d 
515 (Table 3, Figure 3). The latter finding may be explained by the lower initial firmness of 
516 this pepper variety (Table 3) leading to less appreciable firmness changes during storage.
517 In that sense, the use of the active box would not negatively affect the physicochemical 
518 quality and firmness of samples, showing even better sensory scores that may ensure the 
519 consumer acceptance of packaged peppers for 18 d at 8 ºC. Nevertheless, peppers 
520 packaged with CTRL boxes showed a shelf life of 11 d at 8 ºC.
521
522 3.6. EOs residues in fresh bell peppers bulk−packaged with the active box
523 Carvacrol (the major EOs component of the used EO mix) residues in peppers stored 
524 within the active box were below 1 mg L-1 during all storage period (data not shown). 
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525 Such low EO concentrations were not appreciated in the sensory analyses. To the best of 
526 our knowledge, there are no concerns related to oral toxicity by carvacrol in humans. 
527 Nevertheless, EOs rich in carvacrol should be used with caution with anticoagulant drugs 
528 or other bleeding disorders due to the antiplatelet aggregation activity of carvacrol 
529 (Tisserand and Young, 2014). On the other hand, a rabbit oral lethal dose of 100 mg kg−1 
530 was reported for carvacrol (Opdyke, 1979). Nevertheless, carvacrol content of a pepper 
531 portion of 200 g is far from a theoretical extrapolated lethal dose (from rabbit oral lethal 
532 dose) of 8 g of carvacrol for a human adult of 80 kg. In that sense, the carvacrol migrations 
533 from the active box to the product would not be detected by consumers and would not 
534 represent a health hazard.
535
536 4. CONCLUSIONS
537 Active packaging is an emerging technology that may extend the shelf life of food, and 
538 fruit and vegetables in particular, through a controlled release of antimicrobial 
539 compounds. β−cyclodextrins can be used to encapsulate essential oils with a high 
540 entrapment efficiency forming inclusion complexes to be incorporated in the active 
541 paperboard box coating. The controlled release of essential oils allowed to extend the 
542 shelf life of bell peppers for 18 d at 8 ºC. The active box did not negatively affect the 
543 physicochemical quality of peppers while firmness and sensory quality were better 
544 maintained compared to non-active packaging. Low essential oil concentrations were 
545 found in the samples after 18 d being not detected by the sensory analyses. Storage 
546 temperatures higher than the recommended ones may lead to a higher release of essential 
547 oils from the inclusion complex allowing a higher control of the product microbial growth 
548 at such inappropriate storage temperatures. Nevertheless, the latter hypothesis needs to 
549 be corroborated in further studies at different temperatures.
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704 FIGURE AND TABLE CAPTIONS
705
706 Table 1. In vitro microbial reductions (log units) of moulds and pathogens with pure EOs 
707 (n=3±SD).
708
709 Table 2. Microbial loads (log CFU g−1) of fresh bell peppers (green, red and yellow) bulk-
710 packaged with different packaging treatments (AP: active packaging box coated with the 
711 EOs−βCD inclusion complex; CTRL: active packaging box without the EOs−βCD 
712 inclusion complex) stored at 8 ºC (n=3±SD).
713
714 Table 3. Physicochemical quality (soluble solid content (%), SSC; pH and titratable 
715 acidity (mg kg-1), TA) (n=3±SD) and firmness (N) (n=5±SD) of fresh bell peppers (green, 
716 red and yellow) bulk-packaged with different packaging treatments (AP: active packaging 
717 box coated with the EOs−βCD inclusion complex; CTRL: active packaging box without 
718 the EOs−βCD inclusion complex) stored at 8 ºC.
719
720 Figure 1. In vitro microbial reductions (log units) against a mould cocktail by disc 
721 diffusion (vapour contact variant) using different pure EOs mixes or included in the 
722 EOs−βCD inclusion complex (pure complex or active material sprayed with the 
723 corresponding EOs−βCD complex) (n=3±SD). Different letters denote significant 
724 differences (p<0.05) among treatments. ns: not significant reductions (p>0.05) compared 
725 to control.
726
727 Figure 2. Decay incidence (%) of fresh bell peppers (green, red and yellow) bulk-
728 packaged with different packaging treatments (AP: active packaging box coated with the 
126
729 EOs−βCD inclusion complex (bars with points); CTRL: active packaging box without 
730 the EOs−βCD inclusion complex (empty bars)) stored at 8 ºC. *denotes significant 
731 differences (p<0.05) between AP and CTRL packaging treatments for the same sampling 
732 day.
733
734 Figure 3. Sensory scores of fresh bell peppers (green, red and yellow) bulk packaged 
735 with different packaging treatments (AP: active packaging box coated with the EOs−βCD 
736 inclusion complex; CTRL: active packaging box without the EOs−βCD inclusion 
737 complex) stored for 11 (A) and 18 d (B) at 8 ºC (n=3).
738
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739 SUPPLEMENTARY MATERIAL
740
741 Supplementary material 1. Thermogravimetric/Differential Thermal Analysis 
742 (TG/DTA) of βCD (A) and EOs−βCD inclusion complex (B).
743
744 Supplementary material 2. Differential scanning calorimetry (DSC) thermogram of 
745 EOs (red line) and EOs−βCD inclusion complex (black line).
746
747 Supplementary material 3. Fourier transform infrared (FTIR) spectra for pure EOs mix 
748 (a), β−cyclodextrin (b), and EOs−βCD inclusion complex (c).
749
750 Supplementary material 4. Scanning electron micrographs (SEM) of (a) free βCD and 
751 (b) EOs−βCD inclusion complex.
752
753 Supplementary material 5. Mechanical and hydrophobic properties of active (coated 
754 with the EOs−βCD inclusion complex) and control boxes (without the EOs−βCD 
755 inclusion complex).
756
757 Supplementary material 6. SEM captions of non−sprayed paperboard box (left), control 
758 paperboard box (centre) (coated with lacquer without the EOs−βCD inclusion complex) 
759 and active paperboard box (right) (coated with lacquer with the EOs−βCD inclusion 
760 complex).
761
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1
3
5
7
9
Overall
quality
Colour
Firmness
Flavour
A
1
3
5
7
9
Overall
quality
Colour
Firmness
Flavour
B
Green CTRL
Green AP
Red CTRL
Red AP
Yellow CTRL
Yellow AP
1 Table 1.
2
Carvacrol Oregano EO Cinnamon EO
Pathogens
Escherichia coli 0.78±0.15 0.31±0.06 0.37±0.01
Listeria monocytogenes 1.06±0.28 ns 0.66±0.36
Salmonella spp. 0.86±0.09 ns ns
Moulds
Botrytis cinerea ns 1.41±0.05 +
Alternaria alternata + ns +
Penicillium spp. + ns +
Aspergillus niger ns 1.79±0.68 ns
Fusarium spp. ns ns +
3 ns: not significant reductions (p>0.05) compared to control; + reductions higher than 3 log units.
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Table 3.
Pepper
variety Packaging
Storage 
days SSC pH TA Firmness
Green CTRL 1 5.0±0.1 6.21±0.01 1.2±0.1 27.1±0.1
6 5.0±0.2 5.49±0.09 1.2±0.1 27.2±0.1
11 4.8±0.4 5.27±0.05 1.0±0.1 27.2±1.9
18 4.8±0.4 5.66±0.03 1.3±0.3 19.5±0.9
AP 1 5.0±0.1 6.21±0.01 1.2±0.1 27.1±0.1
6 4.5±0.1 5.67±0.11 0.9±0.1 27.8±1.6
11 3.8±0.4 5.76±0.06 1.9±0.3 26.0±3.0
18 5.3±0.4 4.89±0.05 0.9±0.1 22.7±0.8
Red CTRL 1 6.0±0.2 5.25±0.10 2.6±0.2 19.3±2.1
6 6.5±0.1 5.04±0.05 2.2±0.1 16.6±2.0
11 6.8±0.3 4.33±0.16 3.0±0.1 17.0±0.9
18 7.0±0.2 5.14±0.01 2.3±0.2 15.3±0.8
AP 1 6.0±0.2 5.25±0.10 2.6±0.2 19.3±2.1
6 6.3±0.4 5.05±0.04 2.2±0.1 22.3±2.4
11 6.0±0.2 4.90±0.01 3.0±0.1 20.0±0.8
18 7.3±0.4 4.64±0.10 2.7±0.2 19.1±0.6
Yellow CTRL 1 5.2±0.1 5.04±0.06 2.0±0.1 15.9±2.0
6 6.8±0.3 5.03±0.01 2.0±0.1 16.7±1.1
11 7.1±0.2 4.52±0.18 2.5±0.1 16.7±0.1
18 6.0±0.4 4.89±0.08 2.4±0.3 14.3±1.0
AP 1 5.2±0.1 5.04±0.06 2.0±0.1 15.9±2.0
6 6.8±0.4 5.04±0.01 2.3±0.1 17.3±1.0
11 7.0±0.1 4.89±0.01 3.0±0.2 13.4±1.1
18 5.0±0.4 4.74±0.31 1.9±0.2 12.6±1.5
Variety (A) (0.22)‡ (0.10)‡ (0.1)‡ (1.4)‡
Packaging treatment (B) (0.15)‡ ns (0.1)† (0.5)‡
Storage time (C) (0.23)‡ (0.10)‡ (0.2)‡ (1.4)‡
A×B ns ns ns (1.4)†
A×C (0.46)‡ (0.20)‡ (0.3)‡ (2.9)‡
B×C (0.18)* (0.14)‡ (0.2)‡ ns
A×B×C (0.65)‡ (0.21)† (0.4)‡ ns
ns: not significant (p>0.05); *, †, ‡ significance for P ≤ 0.05, 0.01, and 0.001, respectively.
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1 Supplementary material 5.
2
Control box Active box
Compression resistance1 383.2±39.6 (8.3±1.1) 350.8±34.9 (9.3±0.7)
Vibration at fixed low frequency2 Apt Apt
Bottom bending resistance3 4.7±0.2 3.5±0.3*
Edgewise crush resistance4 9.0±1.0 6.5±0.7*
Puncture resistance5 10.2±0.5 10.1±0.4
Static coefficient of friction6 0.42±0.04/0.28±0.05 0.54±0.04*/0.39±0.07*
Moisture content6 6.72±0.10 6.95±0.09*
Water absorptivity7 109.2±7.1 97.4±4.3*
Water vapor permeability8 1.002×10-9 1.395×10-10
3 1 expressed in kgf and deformation (between parentheses) in mm; 2 overload of 40 kg; 3 camber in mm; 4 in 
4 kN m-1; 5 in J; 6 static coefficient/kinetic coefficient; 7 in g m-2; 8 in g m m-2 s-1 Pa-1. * denotes significant 
5 (P<0.05) differences of active box compared to control box. 
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      CAPÍTULO III. 
“Envase activo e innovador de cartón constituido por un revestimiento que 
incluye aceites esenciales encapsulados para extender la vida útil del tomate 
cherry” 
Este Capítulo se corresponde con el siguiente artículo publicado: 
Laura Buendía-Moreno, Sonia Soto-Jover, María Ros-Chumillas, Vera Antolinos, 
Laura Navarro-Segura, María José Sánchez-Martínez, Ginés Benito Martínez-
Hernández, Antonio López-Gómez. 2019. Innovative cardboard active packaging with 
a coating including encapsulated essential oils to extend Cherry tomato shelf life. 
LWT- Food Science and Technology, 116, 108584. 
https://doi.org/10.106/j.lwt.2019.108584. 
Food safety and Refrigeration Engineering Group, Department of Agricultural Engineering, 
Universidad Politécnica de Cartagena, Paseo Alfonso XIII, 48, 30203, Cartagena, Murcia, Spain 
*E-mail address: antonio.lopez@upct.es (A. López-Gómez)
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Resumen 
En este capítulo se estudia el efecto de una bandeja de cartón activa que incluye AEs 
encapsulados en β-CD, sobre la calidad de tomates cherry conservados a 8 ºC y un 90 
% de HR durante 24 días. La mezcla de AEs utilizada fue la constituida por carvacrol-
orégano-canela (80:20:10 v/v). Los tomates cherry fueron envasados mediante un 
sistema de flow-pack usando como envoltura un film de PLA macroperforado. Los 
tomates cherry fueron almacenados en distintos tipos de envases. Por un lado, se 
utilizaron cestas o barquetas de PE comerciales (Normal (NORM)), bandejas de cartón 
microcorrugado no activo con un recubrimiento interno de laca polimérica de uso 
alimentario (Control (CTRL)); y por otro lado, una bandeja o cesta activa de cartón 
microcorrugado con un recubrimiento activo a base de AEs nanoencapsulados en β-CD, 
embebidos en el polímero acrílico (Activo (ACT)).  
Durante la vida útil de los tomates cherry se realizaron determinaciones microbiológicas 
y fisicoquímicas (sólidos solubles, pH y acidez titulable), color, firmeza, incidencia de 
frutos que presentan podredumbres, análisis sensorial y para finalizar, se determinó la 
presencia de residuos de AEs sobre el fruto y el envase activo.   
En cuanto a los resultados obtenidos, la firmeza de los tomates cherry se mantuvo 
correcta durante los 24 días de análisis, pero la incidencia de frutos con podredumbres 
fue reducida del 8 % al 1 % en el día 24, en frutos almacenados en bandejas activas de 
cartón. El color del tomate también se conservó mejor con la bandeja de cartón activa. 
Los análisis sensoriales revelaron que la vida útil del tomate cherry se extendió de 20 a 
24 días a 8 ºC.  
Se detectaron residuos de AEs (medidos por su componente mayoritario carvacrol,) en 
el fruto en los días 6 (50 µg/kg), 9 (40 µg/kg) y 16 (30 µg/kg) de conservación, aunque 
siempre por debajo de 1 ppm. Los días 20 y 24 de conservación no se encontraron 
residuos de AEs sobre la piel del tomate cherry. Sin embargo, el contenido de AEs en 
la bandeja activa osciló entre 102 y 140 mg/m2 hasta el día 16 de conservación. Los 
días 20 y 24 de conservación ya no se detectaron residuos de AEs sobre las bandejas 
activas de cartón.  

et al., 2019; Dias Antunes et al., 2017; Silva, Caldera, Trotta, Nerín, &
Domingues, 2019). However, in vivo studies on the effects of active
packaging including βCD encapsulated EOs on the quality of horti
cultural products is very limited. Particularly, Wen et al. (2016) re
ported that the use of a polyvinyl alcohol/cinnamon EOs/βCD anti
microbial nanofibrous film reduced firmness and weight losses of
strawberries packaged with this film during storage at 4 °C up to 21
days. Furthermore, decay incidence of strawberries was reduced even
when strawberries were stored at 20 °C up to 6 days (Wen et al., 2016).
Cardboard is widely used in the European Union as packaging material
for fresh fruit and vegetables. Cardboard is frequently coated with
waterproof lacquers (water based emulsions) to reinforce its mechan
ical properties since fruit and vegetables need to be stored at high RH to
minimise their water loss during storage. Nevertheless, the effects of
active cardboard packaging coated with a lacquer including EOs/βCD
inclusion complexes have not yet been studied on the shelf life of fresh
fruit and vegetables.
The objective of this work was to analyse the effect of an active
cardboard tray coated with a waterproof lacquer supplemented with an
EOs βCD inclusion complex on the cherry tomato quality (physico
chemical, microbial, sensory, decay incidence, weight loss, firmness
and colour) during storage at 8 °C.
2. Materials and methods
2.1. Materials
Carvacrol, oregano and cinnamon EOs were obtained from Lluch
Essence S.L. (Barcelona, Spain). βCD (Kleptose®10) was obtained from
Roquette (Lestrem, Francia). Waterproof lacquer (UKAPHOB HR 530)
was acquired from Schill + seilacher GMBH (Böblingen, Germany).
Cardboard trays were prepared with micro corrugated cardboard from
SAECO company (Molina de Segura, Spain). Materials for micro
biological analyses were acquired from Scharlau Chemie (Barcelona,
Spain).
Cherry tomatoes (Lycopersicon lycopersicum var. cerasiforme) were
purchased from a local supermarket (Cartagena, Spain) in September
2017 under previous request. Cherry tomatoes were grown by the
company Looije, S.L. (Águilas, Murcia) under greenhouse conditions
according to integrated pest management cultural practices. According
to the provider, cherry tomatoes were harvested 24 h before purchase
and they were supplied packaged in 300 g trays under flow pack. The
purchased tomatoes were transported (< 30min) to the pilot plant of
our Department and preconditioned to 8 °C in a cold room (8 °C, 90%
RH) for 2 h before processing (packaging treatments).
2.2. Preparation of the EOs−βCD inclusion complex and the active box
An EOs mix composed of carvacrol:oregano:cinnamon 70:10:20
(w:w:w) was prepared based on its high antimicrobial effect according
to our previous studies with several EOs mixes. The EOs−βCD inclusion
complex was prepared using the kneading method (Kamimura et al.,
2014; Manolikar & Sawant, 2003). Briefly, 0.15 g of EOs was mixed
with 1.14 g of βCD (1:1 M ratio) in a mortar with 3mL of ethanol, and
then kneaded for 45min. The achieved encapsulation efficiency of the
EOs−βCD inclusion was of 94% (data submitted for publication) in
accordance with previously published data (up to EE of 99.8%) using
the same kneading method (Marreto et al., 2008). The obtained
EOs−βCD inclusion complex was kept under vacuum in a desiccator for
48 h at room temperature and then stored at −20 °C until use.
Cardboard trays with dimensions of 12.5×10.5×7 cm were pre
pared (with the same dimensions than commercial plastic tray with a
capacity of 300 g of cherry tomatoes). The EOs−βCD inclusion complex
was dissolved in water−diluted lacquer prior to spraying on all internal
surface of the trays. The lacquer was diluted (to a final solid con
centration of 8.5%) to compensate for the addition of EOs−βCD
inclusion complex since lacquers with solid content> 30% may diffi
cult lacquer spraying on the cardboard surface. In that sense, the
EOs−βCD inclusion complex content was at that maximum con
centration that did not compromise the technological properties of the
lacquer to be sprayed on the cardboard surface of the packaging ac
cording to preliminary tests. Lacquer containing the EOs−βCD inclu
sion complex was sprayed at 12mLm−2 following the manufacturer
recommendations to obtain homogeneous spraying on the paperboard
surface while reaching a maximum lacquer absorption.
2.3. Packaging treatments and storage of cherry tomatoes
Cherry tomatoes packaging was accomplished in a laminar flow
cabinet (ISO 5; equivalent to 100 FED STD 209E class) inside a clean
room (ISO 7; equivalent to 10,000 FED STD 209E class) at 8 °C (ISO,
2015; Navarro Segura, Ros Chumillas, & López Gómez, 2018) to avoid
recontamination of the product. Different trays were used as packaging
treatments:
• Normal commercial packaging (NOR): commercial polyethylene
(PE) trays were used.
• Control cardboard tray (CTRL): the cardboard tray was coated with
lacquer without the EOs−βCD inclusion complex.
• Active cardboard tray (ACT): the cardboard tray was coated with
lacquer with the EOs−βCD inclusion complex.
Cherry tomatoes (300 g) were placed in each tray and then flow
packaging was made with macroperforated polylactic acid film.
Packaged cherry tomatoes were stored at 8 °C and 90% RH up to 24
days. Three replicates (three trays) per packaging treatment (NOR,
CTRL or ACT) were prepared per each sampling day (0, 2, 6, 9, 13, 16,
20 and 24 days).
2.4. Weight loss
Tray weight was monitored each sampling time to determine weight
loss (%) of tomatoes during storage.
2.5. Physicochemical quality
Physicochemical quality of tomatoes during storage was determined
by soluble solids content (SSC), pH and titratable acidity (TA). Juice
from tomatoes was obtained by grinding using a blender (model
MX2050; Braun, Germany). SSC, pH and TA were determined as pre
viously described (Martínez Hernández, Artés Hernández, Gómez, &
Artés, 2013). SSC and TA were expressed as °Brix and % of citric acid,
respectively. Each of the three replicates was analysed in duplicate.
2.6. Colour analyses
Colour was determined using a colourimeter (Chroma Meter CR
400, Konica Minolta, Japan) at illuminant D65 and 2° observer, and
with a viewing aperture of 8mm. Two measurements were made
(equatorial zone) per each fruit being automatically averaged by the
device. Five tomatoes were analysed per each replicate. A specific
colour index (Eq. (1)) was selected as the most appropriate for tomato
like previously reported (López Camelo & Gómez, 2004; Pathare,
Opara, & Al Said, 2013):
=
×
× +
∗
∗
Colour index a
L a b
2,000
2 2 (1)
2.7. Firmness analyses
Firmness was determined with a texturometer (model TA XT Plus;
TA Instruments; Surrey, UK) by measuring the amount of force (N) to
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puncture 8mm deep (probe of 4mm of diameter) a whole cherry to
mato fruit. The texturometer was set for maximum compression with a
speed of 20mmmin−1. Five tomatoes were analysed per each replicate.
2.8. Decay incidence and microbial quality
Samples were examined regularly to detect rotten fruits and con
sidered as infected if a visible lesion was observed. Decay incidence was
expressed as a percentage of fruit infected related to initial fruit
number.
Microbial loads were analysed on samples without visual symptoms
of decay as previously described (Martínez Hernández, Amodio, &
Colelli, 2017). Briefly, Plate Count Agar and Violet Red Bile Glucose
Agar were used for mesophiles (incubation conditions: 31 °C/48 h)/
psychrophiles (4 °C/7 days) and enterobacteria (37 °C/24 h), respec
tively. Rose Bengal Agar was used for yeast/moulds (25 °C for 5/7
days). Results were expressed as log colony forming units (CFU) g−1.
Each of the three replicates was analysed in duplicate.
2.9. Sensory quality
Sensory analyses were performed according to international stan
dards (ASTM, 1986). Tests were conducted in a standard room (ISO,
2007) equipped with ten individual taste booths. Tomatoes (3 units)
were served at room temperature in transparent glass plates coded with
three random digit numbers. Still mineral water was used as a palate
cleanser. The panel consisted of twelve assessors (six women/six men,
aged 22 68 years) who had been trained in discriminative quality at
tributes. Appearance, colour, flavour, texture and overall quality were
assessed using a 9−point hedonic scale of acceptability (9: excellent; 5:
fair, limit of usability (LU); 1: extremely bad).
2.10. EOs residues in tomatoes and the active tray during storage
EOs content of tomatoes and the active tray were analysed during
storage. Briefly, samples (4 fruits (≈30 g), or 0.0428m2 (≈14 g) of
active cardboard tray) were extracted with hexane (20mL for tomatoes
and 100mL for cardboard), vortex (3min) and then homogenised
(1 h at 120 rpm; 4 °C). The filtered extract (0.22 μm) was analysed in a
gas chromatograph coupled to a mass spectrometer (GC−MS; model
6890; Agilent Technologies; Palo Alto, USA). Carvacrol (the major EOs
mix component) separation was achieved on a HP−5MS 5% (phenyl
methyl siloxane) capillary column (30m, 0.25mm, 0.25 μm; Mod.
19091S−433; Agilent Technologies). The carrier gas was helium with a
constant flow equal to 1.3mLmin−1 and pressure of 79.3 kPa. The
injection (1 μL) was performed in split mode. The oven temperature was
held at 60 °C for 1min after injection, then programmed to reach 90 °C
at 3min and held at 210 °C until 30min. The mass spectrometer was in
electronic impact mode (resulting EM Voltage 70 eV) with a mass range
of 40 400 amu. Source and mass spectrometer quad temperatures were
230 and 150 °C, respectively. Carvacrol peak was identified by its mass
spectra compared to data from NIST05a.L database (National Institute
for Standards and Technology) and quantified with a carvacrol standard
(Sigma, USA). Carvacrol was expressed as mg per kg−1 (ppm) on a fresh
weight basis. Three fruits and six cardboard pieces (2 from the bottom
and 2 from each of the small or long tray sides) per each product tray
were sampled each storage time and carvacrol extracts were analysed in
the GS MS in duplicate.
2.11. Statistical analyses
The data were subjected to analysis of variance (ANOVA) using the
SPSS software (v.19 IBM, New York, USA). Statistical significance was
assessed at p=0.05, and the Tukey's multiple range test was used to
separate the means.
Table 1
Weight loss, physicochemical quality (soluble solid content, SSC; pH and titratable acidity, TA) and tomato colour index of fresh cherry tomatoes packaged with
different packaging treatments (NOR: commercial polyethylene trays; CTRL: cardboard trays coated with lacquer without EOs βCD inclusion complex; ACT: active
cardboard trays coated with lacquer including EOs βCD inclusion complex) stored at 8 °C (n= 3 ± SD).
Storage days Packaging treatment Weight loss (%) SSC (°Brix) pH TA (% citric acid) Colour index
0 – 7.7 ± 0.3 4.13 ± 0.05 0.771 ± 0.056 35.75 ± 1.95
2 NOR 0.06 ± 0.01 7.2 ± 0.3 4.16 ± 0.05 0.702 ± 0.057 36.27 ± 1.80
CTRL 0.01 ± 0.01 7.0 ± 0.1 4.18 ± 0.11 0.682 ± 0.009 36.27 ± 1.80
ACT 0.01 ± 0.01 7.2 ± 0.3 4.15 ± 0.12 0.668 ± 0.014 34.87 ± 1.82
6 NOR 0.13 ± 0.01 7.3 ± 0.3 4.21 ± 0.02 0.691 ± 0.046 37.30 ± 1.46
CTRL 0.07 ± 0.01 7.2 ± 0.3 4.16 ± 0.11 0.704 ± 0.038 36.29 ± 2.41
ACT 0.08 ± 0.05 7.2 ± 0.2 4.20 ± 0.03 0.721 ± 0.016 37.08 ± 1.75
9 NOR 0.19 ± 0.02 7.2 ± 0.3 4.10 ± 0.15 0.646 ± 0.016 37.36 ± 1.67
CTRL 0.16 ± 0.02 7.0 ± 0.5 4.17 ± 0.02 0.647 ± 0.016 35.09 ± 1.87
ACT 0.17 ± 0.04 7.0 ± 0.1 4.18 ± 0.02 0.618 ± 0.020 36.17 ± 1.53
16 NOR 0.23 ± 0.04 7.2 ± 0.3 4.34 ± 0.03 0.531 ± 0.010 37.02 ± 1.53
CTRL 0.29 ± 0.02 6.8 ± 0.3 4.31 ± 0.03 0.549 ± 0.006 36.16 ± 1.96
ACT 0.33 ± 0.04 7.0 ± 0.1 4.29 ± 0.02 0.591 ± 0.060 37.55 ± 1.37
20 NOR 0.29 ± 0.07 7.3 ± 0.3 4.33 ± 0.02 0.517 ± 0.012 38.35 ± 1.36
CTRL 0.36 ± 0.01 7.3 ± 0.3 4.41 ± 0.14 0.552 ± 0.014 35.27 ± 2.01
ACT 0.38 ± 0.04 7.2 ± 0.2 4.31 ± 0.04 0.533 ± 0.023 35.94 ± 1.69
24 NOR 0.50 ± 0.03 7.0 ± 0.1 4.41 ± 0.19 0.517 ± 0.010 38.88 ± 0.81
CTRL 0.74 ± 0.03 7.2 ± 0.3 4.25 ± 0.03 0.521 ± 0.012 38.26 ± 1.70
ACT 0.63 ± 0.24 7.0 ± 0.1 4.27 ± 0.03 0.508 ± 0.011 37.14 ± 1.76
Packaging treatment (A) ns ns ns ns 1.59‡
Storage time (B) 0.04‡ 0.18‡ 0.06‡ 0.022‡ 1.11‡
A×B 0.07† ns ns ns 1.72†
ns: not significant (p > 0.05); †, ‡ significance for P≤ 0.01, and 0.001, respectively.
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3. Results and discussion
3.1. Weight loss
Weight loss of samples was very low with levels< 1% after 24 days
at 8 °C (Table 1). The interaction packaging treatment× storage time
was significant (p > 0.05). Particularly, the non active cardboard trays
registered the highest weight loss increments during storage with a
weight loss of 0.74% after 24 days at 8 °C. The higher weight loss of
non active cardboard trays compared to PE trays may be owed to the
water absorption properties of the cardboard itself. In contrast, the
higher weight losses of the non active cardboard tray compared to the
active tray may be explained by the preservation of plant cell structures
with the EOs−βCD inclusion complex (see Firmness section 3.4).
Flow packaging of plant products using macroperforated films re
duces weight loss of plant products during storage (Serrano, Martinez
Romero, Guillén, Castillo, & Valero, 2006), while CO2 accumulation
higher than 3 5%, which cause injuries in most of tomato cultivars
(Cantwell & Kasmire, 2002), is avoided. Accordingly, the low weight
losses (< 1%) hereby registered were owed to the use of the macro
perforated film flow packaging of product trays. On the other hand, low
storage temperature, with high RH, was crucial to reduce weight losses
as widely reported (Thompson, Mitchell, & Kasmire, 2002). In that
sense, weight losses higher than 10% have been reported in unpackaged
cherry tomatoes after 25 days at 5 °C (Fagundes et al., 2015). Guillén
et al. (2006) also found weight losses of 8 12% in unpackaged cherry
tomatoes after 28 days at 10 °C.
3.2. Physicochemical quality
Cherry tomatoes showed initial SSC, pH and TA values of 7.7 °Brix,
4.13 and 0.77%, respectively (Table 1). As expected, SSC was reduced
during storage as shown by the packaging treatment factor (p < 0.05),
together with the significant (p > 0.05) packaging treat
ment× storage time interaction. SSC of samples at day 24 ranged from
7.0 to 7.2 °Brix without significant (p > 0.05) differences among
packaging treatments. Sugars are consumed as an energy source during
the postharvest life of fruit and vegetables because of product respira
tion (Kader, 2002).
During storage, TA decreased while a pH increase was also regis
tered (Table 1). TA is expected to decrease during storage of fruit and
vegetables with a pH increase as reported for tomato with a TA pH
correlation of 95% (Stevens, Kader, & Albright, 1979). The organic acid
decrease during storage is related to their use as respiration substrates
during product ripening as similarly reported for sugars (Kader & Ben
Yehoshua, 2000; Ortiz, Mauri, & Vicente, 2013). In that sense, citric and
malic acids (the major organic acids in tomatoes) of cherry tomatoes
were decreased by approximately 40 and 60%, respectively, after 25
days at 5 °C (Fagundes et al., 2015). Regarding packaging treatments no
TA and pH differences were found between them. Low TA, pH and SSC
changes were also observed in cherry tomatoes stored at 10 °C com
pared to other tomato varieties like Daniela, Patrona and Raf (Guillén
et al., 2006). In that sense, the importance of the product variety in
fluence on its physicochemical quality changes during postharvest
storage is corroborated as has been widely reported (Kader, 2002).
Tomato overall quality is influenced in a great extent by TA (88%)
while SSC also determines tomato overall quality (60%) and sweetness
(76%) (Stevens et al., 1979). In that sense, since physicochemical
quality (SSC, pH and TA) was not affected by the active tray, sweetness
and overall quality of cherry tomatoes may not be affected. The use of
PE or cardboard material for trays did not affect sample physico
chemical quality.
3.3. Colour
Cherry tomatoes showed initial L*, a* and b* values of 36.8, 17.8
and 20.3, respectively (data not shown) similar to previous data of
cherry tomato (Derossi, Severini, Del Mastro, & De Pilli, 2015). Samples
stored within the active tray showed (p > 0.05) the lowest tomato
colour index changes after 24 days at 8 °C contrary to samples within
trays (cardboard and PE) without the EOs−βCD inclusion complex
(Table 1). On the contrary, no differences (p > 0.05) between using PE
or cardboard trays were observed referring to tomato colour changes
during storage. The red colour of tomato is mainly due to lycopene
(Martínez Hernández et al., 2016), which is formed from the colourless
precursor phytoene at the same time that chlorophylls are degraded
(Giuliano, Bartley, & Scolnik, 1993). In that sense, the antioxidant
nature of EOs may protect lycopene from degradation during storage.
Accordingly, lycopene from tomato was better preserved after 14 days
at 12 °C under an atmosphere containing vapour oregano EOs
(Tzortzakis et al., 2011). Conversely, modified atmosphere packaging
(equilibrium partial pressures of 4 6 kPa CO2 and 6 13 kPa O2) helped
retain tomato colour after 20 days at 13 °C (Batu & Hompson, 1998).
Nevertheless, the presence of the EOs was decisive for fruit colour
maintenance rather than modified atmosphere packaging (Serrano,
Martínez Romero, Castillo, Guillén, & Valero, 2005).
3.4. Firmness
The firmness of stored fresh cherry tomatoes during storage at 8 °C
is shown in Fig. 1. Cherry tomatoes showed an initial firmness of 9.8 N,
which gradually decreased during storage to levels of 7.7 8.9 N after 24
days. Samples within the active tray highly retained firmness with
unchanged (p > 0.05) values after 24 days at 8 °C. Contrarily, firmness
of samples within trays without the EOs−βCD inclusion complex was
reduced by 2.5 N after 24 days. Tray material (PE or cardboard) did not
affect product firmness since CTRL samples also showed a firmness
reduction similar (p > 0.05) to NOR samples after 24 days at 8 °C.
The firmness of fruit and vegetables is reduced during postharvest
life due to deterioration of the cell structure, cell wall composition, and
intracellular materials (Rao, Gol, & Shah, 2011). Particularly, cell wall
degradative enzymes (i.e. pectin methylesterase and poly
galacturonase) are mainly responsible for such structural changes. The
observed firmness retention in tomatoes with the active tray may be
explained due to the enzyme inhibitory activity of EOs (Sarikurkcu,
Fig. 1. Firmness of fresh cherry tomatoes packaged with different packaging
treatments (NOR: commercial polyethylene trays, white bars; CTRL: cardboard
trays coated with lacquer without EOs βCD inclusion complex, grey bars with
slanted lines; ACT: active cardboard trays coated with lacquer including
EOs βCD inclusion complex, dark grey bars) stored at 8 °C (n= 3 ± SD).
Capital letters denote significant (p < 0.05) differences among treatments for
the same sampling time. Lowercase letters denote significant (p < 0.05) dif-
ferences among sampling times for the same treatment.
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Uren, Kocak, Cengiz, & Tepe, 2016). Accordingly, pectin methylesterase
activity was reduced in guava treated with cinnamon EOs, and conse
quently, its firmness and plant cell structures were better preserved
during storage (Botelho, Rocha, Braga, Silva, & de Abreu, 2016). The
same protective effect of EOs against product softening was observed in
other plant products like sweet cherry (Serrano et al., 2005).
3.5. Decay incidence and microbial quality
Decay incidence of samples within trays without the EOs−βCD in
clusion complex reached levels of 4 5% after 16 days (Fig. 2). Decay
incidence reached levels of 6 7 and 7 8% at days 20 and 24 at 8 °C,
respectively. Nonetheless, the active tray controlled tomato decay in
cidence with values lower than 2% after 24 days at 8 °C. With regard to
microbial loads, storage time factor was significant (p < 0.05) with
increments of 1 1.3 (mesophiles), 1.2 1.8 (psychrophiles), 1.5 2 (en
terobacteria), ≈3 (moulds) and 1.4 2 (yeast) after 24 days at 8 °C
(Table 2). Similar microbial growth has been reported in tomatoes
stored under air conditions at 13 °C (Brackett, 1988). However, the
packaging treatment× storage time interaction was not significant
(p > 0.05) for any of the microbial groups.
The lower antimicrobial effectiveness of EOs, when applied in vivo
compared to in vitro studies, has been widely reported as reviewed
(Burt, 2004). The reduction of the in vivo EOs antimicrobial effect may
be owed to several factors like EOs evaporation, decomposition (i.e.
oxidation) due to light and oxygen, reactions with food compounds, etc.
(Burt, 2004). Additionally, the lower EOs antimicrobial effect could be
explained due to the resistance of attached microorganisms to the
product surface, which is known as biofilm formation (Castro Ibáñez,
Gil, & Allende, 2017). The lower decay incidence with the active tray
may be due to firmness retention. In that sense, better preserved plant
cell structures from ACT samples avoided microbial infection of internal
tissues reducing decay. Similar results have been found in cherry to
matoes, and other plant products, where reduced softening during
storage is related to lower decay incidence (Wei et al., 2018). The
primary postharvest pathogen of cherry tomato during postharvest
storage and transportation is B. cinerea (Wei et al., 2018). Interestingly,
B. cinerea infection was reduced in tomato when product softening was
genetically suppressed (Cantu et al., 2008) probably due to structural
changes or the accessibility limitation of pathogen cell wall degradative
enzymes to cell wall substrates. Such decay incidence observations
were not detected on microbial loads since sampling for microbial load
analyses was made on samples without visual symptoms of microbial
decay.
3.6. Sensory quality
Sensory quality of samples at days 20 and 24 is shown in Fig. 3. As
observed, storage of cherry tomatoes at 8 °C led to minimal sensory
quality changes for the first 20 days. Nevertheless, from day 20 to day
24 important sensory changes were observed as described in the fol
lowing lines. Colour of samples after 24 days was scored with 7.8 8.2
without significant (p > 0.05) differences among samples. A total
colour difference (ΔE) (Pathare et al., 2013) of 1.3 was found between
ACT and CTRL/NOR (data not shown), which correspond to ‘small
difference’ in tomato products according to Adekunte, Tiwari, Cullen,
Scannell, and O’Donnell (2010) classification (very distinct, ΔE>3;
distinct, 1.5< ΔE<3; and small difference, 1.5< ΔE). In that sense,
the better preserved colour in samples from active trays (see Section
3.3) was not visually detected by the panel test. However, samples
within the active tray were scored with the highest visual appearance in
comparison with NOR and CTRL trays which showed some tomatoes
with browning as observed in Fig. 4. Furthermore, other sensory aspects
like visual wrinkling, damaged tissues (decay), etc. influenced the
better visual appearance of samples within the active tray. As pre
viously discussed, samples within the active tray were scored with the
best firmness scores (7) while normal trays showed lower firmness
scores. Regarding flavour, samples from the active tray also showed the
highest flavour scores (8.8) while NOR and CTRL samples were scored
with 7 and 8, respectively. The latter finding may be explained since
flavour loss of samples during senescence may be compensated with
EOs conferred flavours, which in this case (mainly oregano EOs com
ponents) organoleptically match with the tomato flavour. Then, sam
ples from the active tray were scored with the maximum overall quality
(7.3) while samples packaged in trays without the EOs−βCD inclusion
complex were scored below the limit of acceptance after 24 days. The
product shelf life was established based on the overall quality scores of
acceptance. In that sense, the active tray extended the shelf life of
Fig. 2. Decay incidence of fresh cherry tomatoes
packaged with different packaging treatments (NOR:
commercial polyethylene trays, white bars; CTRL:
cardboard trays coated with lacquer without
EOs βCD inclusion complex, grey bars with slanted
lines; ACT: active cardboard trays coated with lac-
quer including EOs βCD inclusion complex, dark
grey bars) stored at 8 °C (n= 3 ± SD). Capital let-
ters denote significant (p < 0.05) differences among
treatments for the same sampling time. Lowercase
letters denote significant (p < 0.05) differences
among sampling times for the same treatment.
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cherry tomatoes from 20 to 24 days at 8 °C.
3.7. EOs residues on fresh cherry tomatoes and active trays
EOs residues on tomatoes and the active tray were studied for car
vacrol that was the major component of the EOs mix for the EOs−βCD
inclusion complex. Although there are no health concerns referred to
carvacrol, to the best of our knowledge, this EOs component should be
used with caution with anticoagulant drugs due to its antiplatelet
aggregation activity (Tisserand & Young, 2014). EOs content of the
active tray ranged from 102 to 140mgm−2 until day 16 (Fig. 5) and
was undetected in days 20 and 24 (data not shown). On the contrary,
EOs were not detected in tomato tissue until day 6 with levels of
30 50 μg kg−1 from day 6 to day 16 (Fig. 5). Undetectable carvacrol
levels on days 20 and 24 may be explained by an almost complete EOs
release from the active tray since the residual EOs release was un
detectable in these last storage days. Conclusively, the EOs content
released from the active tray was still active from day 16 to day 24
Table 2
Microbial quality (mesophiles, psychrophiles, enterobacteria, yeast and moulds) of fresh cherry tomatoes packaged with different packaging treatments (NOR:
commercial polyethylene trays, opened white bars; CTRL: cardboard trays coated with lacquer without EOs βCD inclusion complex, dashed bars; ACT: active
cardboard trays coated with lacquer including EOs βCD inclusion complex, opened grey bars) stored at 8 °C (n= 3 ± SD).
Storage days Packaging Mesophiles Psychrophiles Enterobacteria Yeast Moulds
0 4.3 ± 0.1 3.9 ± 1.6 3.8 ± 0.8 2.0 ± 0.6 1.3 ± 0.6
2 NOR 4.3 ± 0.2 3.7 ± 0.7 3.8 ± 0.3 2.2 ± 0.3 2.1 ± 0.2
CTRL 4.8 ± 0.6 4.9 ± 0.2 4.3 ± 1.0 2.4 ± 0.4 2.1 ± 0.2
ACT 4.3 ± 0.2 3.5 ± 0.6 3.7 ± 0.2 2.4 ± 0.4 2.3 ± 0.3
6 NOR 5.2 ± 0.4 4.9 ± 0.4 4.8 ± 0.5 3.1 ± 0.4 3.0 ± 0.1
CTRL 5.1 ± 0.7 4.2 ± 0.4 5.2 ± 0.1 2.9 ± 0.1 2.8 ± 0.5
ACT 4.9 ± 0.9 4.0 ± 0.9 4.5 ± 0.3 2.4 ± 0.4 2.9 ± 0.6
9 NOR 5.2 ± 0.2 4.9 ± 0.6 5.2 ± 0.1 3.2 ± 0.4 3.3 ± 0.3
CTRL 4.6 ± 0.5 4.5 ± 0.6 4.8 ± 0.6 2.9 ± 0.1 3.3 ± 0.1
ACT 4.8 ± 0.2 4.6 ± 0.5 5.2 ± 0.4 2.4 ± 0.4 3.4 ± 0.3
16 NOR 4.8 ± 0.2 4.9 ± 0.3 5.2 ± 0.6 3.6 ± 0.1 3.9 ± 0.1
CTRL 4.5 ± 0.1 4.8 ± 0.2 4.8 ± 0.2 3.1 ± 0.1 3.8 ± 0.2
ACT 4.6 ± 0.6 4.6 ± 0.5 4.7 ± 0.5 3.0 ± 0.5 3.9 ± 0.2
20 NOR 5.5 ± 0.2 5.3 ± 0.2 5.3 ± 0.7 4.0 ± 0.5 4.4 ± 0.2
CTRL 4.3 ± 0.6 4.6 ± 0.2 4.9 ± 0.2 3.1 ± 0.2 4.0 ± 0.2
ACT 4.7 ± 0.2 4.3 ± 0.3 4.9 ± 0.2 3.3 ± 0.5 4.1 ± 0.1
24 NOR 5.7 ± 0.2 5.7 ± 0.2 6.0 ± 0.6 4.2 ± 0.3 4.3 ± 0.1
CTRL 5.3 ± 0.6 5.1 ± 0.8 5.8 ± 0.3 3.4 ± 0.1 4.5 ± 0.1
ACT 5.3 ± 0.4 5.3 ± 0.4 5.3 ± 0.3 4.1 ± 0.4 4.2 ± 0.1
Packaging treatment (A) 0.22* ns ns 0.22* ns
Storage time (B) 0.27‡ 0.38† 0.34‡ 0.27‡ 0.22‡
A×B ns ns ns ns ns
ns: not significant (p > 0.05); *, †, ‡ significance for P≤ 0.05, 0.01 and 0.001, respectively.
Fig. 3. Sensory quality of fresh cherry tomatoes packaged with different packaging treatments (NOR: commercial polyethylene trays, short-dash lines; CTRL:
cardboard trays coated with lacquer without EOs βCD inclusion complex, long-dash lines; ACT: active cardboard trays coated with lacquer including EOs βCD
inclusion complex, solid line) at days 20 (A) and 24 (B) at 8 °C (n= 3 ± SD).
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leading to the observed quality preservation of cherry tomatoes with an
extended shelf life of 24 days at 8 °C. Such delayed antimicrobial effect
of released EOs has been previously reported in fresh cut carrots coated
with encapsulated EOs (Martínez Hernández, Amodio, & Colelli, 2017).
4. Conclusions
Shelf life of cherry tomatoes is very limited mainly due to softening
and decay incidence. New postharvest technologies like active packa
ging may extend the product shelf life by a controlled released of an
timicrobial compounds like EOs. In that sense, encapsulation of EOs by
β cyclodextrins and the coating using such EOs by β cyclodextrin in
clusion complex to obtain an active cardboard tray extended the cherry
tomato shelf life from 20 to 24 days at 8 °C. Particularly, firmness and
colour were better preserved during storage of cherry tomatoes, while
their physicochemical quality was unaffected by the active tray. The
used macroperforated film flow packaging maintained low weight
losses during all storage period at 8 °C and high RH (90%). Nonetheless,
such high RH can not be maintained during the retail period (super
markets, etc.) of plant products since weight loss enhanced when using
macroperforated films. In that sense, it would be of high interest in
further experiments to study the effects of lower RH on the active
cardboard tray and the consequences on the product firmness, closely
related to weight loss.
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Resumen 
En este capítulo se estudia el efecto de un envase de cartón activo que incluye AEs 
encapsulados en β-CD y HNT, sobre la calidad de tomates variedad Caniles 
conservados a 8 ºC durante 6 días (simulación de transporte corto), seguido de 5 días 
a 25 ºC (comercialización). La mezcla de AEs utilizados fue la constituida por carvacrol-
orégano-canela (80:20:10 v/v). En particular, las cajas de cartón activas fueron 
recubiertas con una emulsión acrílica que contiene los AEs encapsulados en β-CD, en 
nanotubos de HNT o en una combinación entre ambos. Por un lado, se utilizaron cajas 
recubiertas con la emulsión acrílica sola (Control (CTRL)), cajas recubiertas con la 
emulsión acrílica constituida por HNT (HNT), cajas de cartón con un recubrimiento activo 
a base de AEs encapsulados en HNT y a su vez, embebidos en el polímero acrílico 
(HNT-AEs), cajas de cartón con un recubrimiento activo a base de AEs encapsulados 
en β-CD y a su vez, embebidos en el polímero acrílico (β-CD-AEs), y por último cajas 
de cartón con un recubrimiento activo formado por AEs encapsulados tanto en β-CD 
como en HNT, y a su vez embebidos en el polímero acrílico (β-CD-HNT-AEs). 
Durante la vida útil de los tomates frescos se realizaron determinaciones microbiológicas 
y fisicoquímicas (sólidos solubles, pH y acidez titulable), color, firmeza, incidencia de 
frutos que presentan podredumbres, análisis sensorial y para finalizar, se determinó la 
presencia de residuos de AEs sobre el fruto y el envase activo.   
En cuanto a los resultados obtenidos, la calidad fisicoquímica, microbiológica y el color 
de los tomates no se vieron afectados negativamente cuando se envasaron en cajas 
activas. La firmeza tampoco se vio afectada después de 6 días a 8 ºC. Además, la 
incidencia de frutos con podredumbres dentro de los envases control fue del 15 %, 
mientras que en los envases activos con AEs +β-CD el porcentaje de incidencia era solo 
en torno al 3 % al final de su vida útil. Para el resto de condiciones se obtuvieron los 
siguientes resultados: los envases con HNT vacíos presentaban una reducción de 
podredumbres de hasta el 10 % con respecto al control. Sin embargo, cuando los AEs 
son encapsulados en HNT no se aprecia una diferencia con respecto al control en 
cuanto al porcentaje de podridos. Pero cuando se usa una combinación de los agentes 
encapsulantes, β-CD + HNT se produce una reducción del 7 % de frutos podridos con 
respecto al control. Se detectaron residuos de carvacrol (el componente mayoritario de 
la mezcla de AEs utilizada) sobre el envase activo de cartón utilizado. El contenido inicial 
de carvacrol osciló entre 28 y 31 mg / m2 dependiendo del tratamiento utilizado. Después 
de 6 días a 8 ºC, el contenido de AEs de los envases activos se redujo a valores de 
entre 10,1 y 18,7 mg / m2 para β-CD-AEs,  β-CD / HNT-AEs y HNT-AEs, sin observarse 
diferencias significativas en los dos últimos tratamientos. 

α−D−glucopyranose that are well known due to their excellent en-
trapment characteristics of other molecules, which are then protected
from oxidation, light−degradation, evaporation, etc. (Crini et al.,
2018; Jansook, Ogawa, & Loftsson, 2018). HNT are aluminosilicate
(Al2Si2O5(OH)4·) nanoclays that have been proposed as an innovative
and emerging nanofiller due to their hollow tubular morphology and
tunable surface chemistry. HNT are ecological, biocompatible, and
dispersible in water even at very high concentrations where they can
form liquid crystalline phases (Vergaro et al., 2010). Furthermore, HNT
have been proposed as ethylene scavengers (Tas et al., 2017), which is
of high interest in horticultural products with high ethylene emission
like tomatoes (Cantwell & Kasmire, 2002). βCD and HNT may be used
to encapsulate EOs protecting them from evaporation and oxidation,
among other degradative reactions that may lead to reduction of EOs
antimicrobial activity, while allowing a controlled EOs release that ef-
ficiently limits microbial growth (Stavitskaya et al., 2019). The hy-
drophobic nature of the βCD cavity and the high specific surface area
from HNT, due to its particular tubular structure, make these particles
excellent carriers for EOs release. Furthermore, HNT structure results in
a negatively charged outer surface and a positively charged inner lumen
surface in a broad pH range (pH 2–8) (Lee & Park, 2015). βCD is ap-
proved as a food additive in Europe (E459), USA and Japan, being es-
tablished an acceptable daily βCD intake of 5 mg kg−1 (body weight)
day−1 (Mortensen et al., 2016). HNT is a member of the kaolin group of
clay minerals that are also classified as GRAS (Generally Recognized as
Safe by U.S. Food and Drug Administration) (Kamble, Ghag, Gaikawad,
& Panda, 2012). In that sense, EOs entrapment within either βCD or
HNT inclusion complexes was successfully conducted in previous stu-
dies (Kfoury et al., 2019; Stavitskaya et al., 2019; Wadhwa, Kumar,
Chhabra, Mahant, & Rao, 2017). Accordingly, cardboard boxes used for
fresh fruit and vegetable packaging may be coated with βCDs−EOs and
HNT−EOs inclusion complexes to extend the shelf life of these plant
products.
The objective of this work was to assess the addition of βCDs−EOs
and/or HNT−EOs inclusion complexes within a water−based acrylic
emulsion as a coating to develop an antimicrobial active cardboard box.
The effects of the different packaging treatments were studied on fresh
tomatoes stored simulating a short refrigerated transport (6 days at
8 °C) with a complementary commercialization period (5 days 25 °C).
2. Material and methods
2.1. Materials
Carvacrol, oregano and cinnamon EOs were obtained from Lluch
Essence S.L. (Barcelona, Spain). βCD (Kleptose®10) was obtained from
Roquette (Lestrem, France). HNT was acquired from Sigma Aldrich
Química S.L. (Madrid, Spain). Waterproof lacquer (UKAPHOB HR 530;
10.5% solids) (authorised for food contact surfaces according to EC
(2004)) was acquired from Schill + seilacher GMBH (Böblingen, Ger-
many). Untreated corrugated cardboard boxes (30 × 20 × 9 cm) were
supplied by SAECO company (Molina de Segura, Spain). All microbial
analysis materials were acquired from Scharlau Chemie (Barcelona,
Spain).
Tomatoes (Lycopersicon lycopersicum var. Caniles) were obtained
from the company Agrícola Aguileña S.L. (Águilas, Spain) in October
2018. Tomatoes were grown under greenhouse conditions according to
integrated pest management cultural practices. Harvested tomatoes
were transported to the pilot plant of our Department and stored in cold
rooms at 8 °C until the next day when the experiment was conducted.
Previously to the experiment, tomatoes were selected according to size
(diameter 67−82 mm), red colour (more than 80 percent of the surface
showed red colour), physical integrity and absence of decay.
2.2. Preparation of HNT−EOs and βCD −EOs inclusion complexes
An EOs mix consisting of carvacrol:oregano:cinnamon 70:10:20
(weight (w):w:w) was selected for this experiment due to its high anti-
microbial effect according to our former studies (in vitro and in vivo)
with several EOs mixes. Briefly, this EOs mix was tested in vitro against
several saprophyte microorganisms from fresh vegetables and mould
isolates (Botrytis cinerea, Penicillium spp., Fusarium spp., Alternaria al-
ternata and Aspergillus niger) following the modified technique from the
disc diffusion method known as ‘disc diffusion by vapor contact’
(Edwards-Jones, Buck, Shawcross, Dawson, & Dunn, 2004). Further-
more, such EOs mix was tested in vivo against Listeria innocua inoculated
in fresh cilantro and against saprophyte microorganisms from cilantro.
Detailed data on such in vitro and in vivo test methods may be found in
López-Gómez et al. (2019).
The kneading method was used to incorporate the EOs mix within
the inclusion complexes (Kamimura, Santos, Hill, & Gomes, 2014;
Manolikar & Sawant, 2003). Briefly, 1.14 g of HNT and/or βCD were
mixed with 0.15 g of the EOs mix in a mortar with 3 mL of ethanol, and
then kneaded (45 min). The obtained inclusion complexes were kept
under vacuum in a desiccator for 48 h at room temperature and then
stored at −20 °C until use.
2.3. Packaging treatments and storage tomatoes
The used lacquer was water−diluted to a final solid concentration
of 8.5% prior to the addition of the inclusion complexes. The lacquer
dilution was made to compensate for the addition of the solids (inclu-
sion complexes) since lacquers with solid content >30% may highly
difficult lacquer spraying on the cardboard surface. The different
packaging treatments were:
• Control box without inclusion complex (CTRL): cardboard box
coated with the lacquer without the inclusion complex.
• Box coated with lacquer including HNT (HNT): cardboard box
coated with the lacquer including pure HNT. Pure HNT was used in
this treatment in order to test the effect of ethylene adsorption
within empty HNT. The HNT concentration applied on the box
surface after the lacquer coating was 0.5 g m−2.
• Active box coated with lacquer including HNT−EOs complex
(HNT−EOs): cardboard box coated with the lacquer including the
HNT−EOs complex. The HNT−EOs concentration applied on the
box surface was 1 g m−2.
• Active box coated with lacquer including βCD−EOs complex
(βCD−EOs): cardboard box coated with the lacquer including the
βCD−EOs complex. The βCD−EOs concentration applied on the
box surface was 1 g m−2.
• Active box coated with lacquer including βCD/HNT−EOs complex
(βCD/HNT −EOs): cardboard box coated with the lacquer including
the βCD/HNT−EOs complex. The βCD/HNT−EOs concentration
applied on the box surface was 1.5 g m−2.
The lacquer was sprayed on the boxes at 12 mL m−2 following the
manufacturer recommendations to obtain a homogeneous spraying on
the cardboard surface while reaching an adequate waterproof effect in
the cardboard surface.
Each box, containing approximately 2 kg of tomatoes (≈20 toma-
toes), was simply covered with a macroperforated plastic film (without
complete wrapping of the box) to simulate the air ventilation within a
pallet and reduce weight losses during storage periods. Packaged to-
matoes were stored at 8 °C and 90% RH simulating an standard low
temperature conservation period for 6 days (2 days of cold storage in
the cold rooms of the industry prior to expedition + 2 days of a short
refrigerated transport + 2 days of cold storage at logistic centres).
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Additionally, a subsequent commercialization period at 25 °C was also
studied for 5 days. Three replicates (boxes) per packaging treatment
were prepared per each sampling day (0, 6 and 6 + commercializa-
tion). A total of 45 boxes were prepared for the experiment.
2.4. Characterization of EOs mix, inclusion complexes and EOs content of
the active packaging during storage
The chemical composition of EOs mix was determined by gas
chromatograph-mass spectrometer (GC−MS). Carvacrol (the major EOs
mix component) separation was achieved in a GC−MS (model 6890;
Agilent Technologies; Palo Alto, USA) using a HP−5MS 5% (phenyl
methyl siloxane) capillary column (30 m, 0.25 mm, 0.25 μm; Mod.
19091S−433; Agilent Technologies). The carrier gas was helium with a
constant flow equal to 1.3 mL min−1 and pressure of 79.3 kPa. The
injection (1 μL) was performed in split mode. The oven temperature was
held at 60 °C for 1 min after injection, then programmed to reach 90 °C
at 3 min and held at 210 °C until 30 min. MS was in electronic impact
mode (resulting EM Voltage 70 eV) with a mass range of 40–400 amu.
Source and MS quad temperatures were 230 and 150 °C, respectively.
EOs compound peaks were identified by their mass spectra and com-
pared to data from NIST05a.L database (National Institute for Standards
and Technology). All GC−MS extracts were analysed in duplicate.
Carvacrol content and entrapment efficiency (EE) of inclusion
complexes were calculated according to Santos, Kamimura, Hill, and
Gomes (2015). Briefly, for total carvacrol content, 5 mg of complex
were mixed with 5 mL of acetonitrile and then shaken (orbital shaker at
60 rpm) for 48 h at room temperature. For non-entrapped carvacrol,
0.5 g of complex were mixed with 5 mL of acetonitrile and then shaken
for 20 min at room temperature. All extracts were then centrifuged
(3200×g for 15 min), filtered with polytetrafluoroethylene (PTFE)
syringe filters (0.22 μm) and analysed by GC-MS as described above.
Carvacrol was quantified using a carvacrol standard (Sigma, USA). EE
was calculated from total and non-entrapped carvacrol contents ac-
cording to Santos et al. (2015).
Thermogravimetric Analysis (TGA) was used to analyse the thermal
stability of the inclusion complexes (Fig. 1). These analyses were per-
formed using a TG analyser (model TGA 50, Mettler−Toledo GmbH,
Schwerzenbach, Switzerland) in a temperature range from 30 °C to
700 °C, a heating rate of 5 °C min−1 and under a nitrogen atmosphere
with a flow rate of 50 mL min−1.
Fourier Transform Infrared spectroscopy (FTIR) analyses were per-
formed with an FTIR spectrometer (Thermo Scientific Nicolet 5700,
Berlin, Germany) (Fig. 2). Samples (2 mg) were mixed with 200 mg of
KBr and this mixture was then pressed to form tablets with a thickness
of 1 mm. FTIR analyses were conducted in absorbance mode and wa-
venumbers between 400 and 4000 cm−1.
Carvacrol content of the packaging material and tomatoes were
analysed during storage (Fig. 3). Briefly, samples (0.01 m2 of active
cardboard material or 16 g of fresh tomato peel) were extracted with
hexane (80 mL for cardboard material and 20 mL for tomatoes), vor-
texed (3 min) and then homogenised (1 h at 120 rpm; 4 °C). The ob-
tained hexane extract was filtered with PTFE syringe filters (0.22 μm)
and analysed by GC-MS as described above. For tomatoes, carvacrol
content was expressed on a fresh weight basis. Four cardboard pieces (2
from the box base and 2 from the box sides) were analysed per each box
replicate. Three tomatoes were also analysed per each box replicate.
2.5. Physicochemical quality
Physicochemical quality was composed by soluble solid content
(SSC), pH and titratable acidity (TA) determinations as previously de-
scribed (Martínez-Hernández, Amodio, & Colelli, 2017). Juice from
tomatoes was obtained with a blender (model MX 2050; Braun, Ger-
many). SSC was determined with a digital handheld refractometer
(Atago N1; Tokyo, Kanto, Japan) at 20 °C and expressed as °Brix. The
Fig. 1. Thermogravimetric analysis (TGA) of pure βCD and HNT, and their EOs inclusion complexes.
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Fig. 2. Fourier transform infrared (FTIR) spectra of pure βCD and HNT, and their EOs inclusion complexes.
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pH was measured with a pH−meter (Basic 20, Crison; Alella, Cataluña,
Spain). TA of the diluted juice (5 mL plus 45 mL of distilled water) was
determined with an automatic titrator (model T50; Mettler Toledo;
Milan, Italy) with 0.1 M NaOH to reach pH 8.1. TA was expressed as
citric acid in %. Each of the three replicates was analysed in duplicate.
2.6. Colour
Colour was determined using a colourimeter (Chroma Meter
CR−400, Konica Minolta, Japan) at illuminant D65 and 2° observer,
and with a viewing aperture of 8 mm. Two measurements were made
(equatorial zone) per each fruit being automatically averaged by the
device. Five tomatoes were analysed per each replicate. A specific
colour index (Eq. (1)) was selected as the most appropriate for tomato
like previously reported (López-Camelo & Gómez, 2004; Pathare,
Opara, & Al-Said, 2013):
= ×
× +
Colour index a
L a b
2,000
2 2 (1)
2.7. Firmness
Firmness was determined with a texturometer (model TA XT Plus;
TA Instruments; Surrey, UK) by measuring the amount of force (N) to
puncture 8 mm−deep (probe of 4 mm of diameter) a whole tomato
fruit. The texturometer was set for maximum compression with a speed
of 20 mm min−1. Five tomatoes were analysed per each replicate.
2.8. Decay incidence
Samples were examined regularly to detect rotten fruits and con-
sidered as infected if a visible lesion was observed. Decay incidence was
expressed as a percentage of fruit infected related to initial fruit number
(Álvarez-Hernández et al., 2019).
2.9. Microbial analyses
Microbial loads of tomatoes were analysed as previously described
(Navarro-Rico et al., 2014). Briefly, 3 tomatoes were mixed with buf-
fered peptone water (1:2 wt:volume (w:v)) and then homogenised for
1 h at 120 rpm in an orbital shaker at 4 °C. Viable counts were based on
duplicate counts by 10−fold serial dilutions in buffered peptone water.
Then, aliquots (1 mL) of the microbial dilutions were pour−plated in
Plate Count Agar and Violet Red Bile Glucose Agar for mesophilic/
psychrotrophic microorganisms and enterobacteria, respectively. For
yeast and moulds, microbial aliquots (0.1 mL) were spread plated on
Rose Bengale Agar. Mesophilic and psychrotrophic microorganisms,
enterobacteria and yeast/moulds were incubated at 31 °C/48 h, 4 °C/7
days, 37 °C/24 h and 25 °C/7 days, respectively. Results were expressed
as log colony forming units (CFU) g−1. Each of the three replicates was
analysed in duplicate.
2.10. Sensory quality
Sensory analyses were performed according to international stan-
dards (ASTM, 1986). Sensory tests were conducted in a standard room
(ISO, 2007) equipped with ten individual taste booths. The panel con-
sisted of twelve assessors (six women/six men, aged 22–68 years) who
had been trained in discriminative quality attributes. Tomatoes (3
units) were served at room temperature in transparent glass plates
coded with three random digit numbers. Still mineral water was used as
a palate cleanser. Appearance, colour, flavour, firmness and overall
quality were assessed using a 9−point hedonic scale (9: excellent; 5:
fair, limit of usability (LU); 1: extremely bad).
2.11. Statistical analyses
The data were subjected to analysis of variance (ANOVA) using the
SPSS software (v.19 IBM, New York, USA). Statistical significance was
assessed at p = 0.05, and the Tukey's multiple range test was used to
separate the means.
3. Results and discussion
3.1. Characterization of EOs mix, inclusion complexes and EOs content of
the active packaging during storage
Carvacrol was the major component of the EOs mix with a 76.4%
followed by E-cinnamaldehyde (15%) (see Supplementary data).
Carvacrol contents (the major EOs mix component), determined by
GC-MS, of βCD and HNT complexes were 81.5 and 97.6 mg g−1, re-
spectively, without significant differences among them. These data
agree to initial carvacrol contents of the active packages (Fig. 3). At-
tending to TGA curves, weight loss of βCD−EOs was higher than
HNT−EOs from 100 to 270 °C. That finding is in accord to the calcu-
lated higher EE of βCD−EOs of 91%. Water evaporation from samples
started to be observed from 80 °C, due to free water, up to ≈150 °C,
corresponding to strongly linked water to molecules. Attending to HNT,
its major weight loss was observed from 480 to 580 °C being attributed
to the dehydroxylation of the AlOH groups of HNT (Jang et al., 2017;
Nicolini, Fukamachi, Wypych, & Mangrich, 2009). On the other side,
βCD decomposition started at 275 °C as previously described (Marreto
et al., 2008).
FTIR analyses also evidenced the efficient EOs entrapment with βCD
and HNT according to the characteristic vibration bands of these host
and guest molecules (Fig. 2). Attending to pure EOs, the characteristic
FTIR peaks from carvacrol and oregano EOs were observed at 3373
(−OH stretch), 2868−2958 (C–H stretch), 1591 (alkene C]C) and
1419 cm−1 (aromatic C]C). Furthermore, the characteristic stretches
of the benzene ring and C]O of the aldehyde group from cinnamon
EOs were observed at 1510 and 1605 cm−1, respectively (Munhuweyi,
Caleb, van Reenen, & Opara, 2018). Aromatic hydroxyl groups were
also observed at 1251 cm−1. Out of plane stretching peaks due to
aromatic C–H bonds were observed in the 900−620 cm−1 range. At-
tending to pure HNT, its hydroxyl groups were identified by the O–H
stretching vibration at 3690 and 3621 cm−1. Stretching of Si–O was
observed at 990 cm−1, together with symmetric Si–O stretching at 794
and 749 cm−1 (Jang et al., 2017). The O–H deformation of water was
also observed at 1640 cm−1, as previously described for HNT (Jang
et al., 2017). Attending to pure βCD, its characteristic peaks were found
at 3300 (−OH stretch), 2924 (vibration of C–H stretch), 1643 (bending
Fig. 3. EOs content in the active packages containing tomatoes after 0, 6 days at
8 °C and a supplementary commercialization period for 5 days at 25 °C
(n = 3 ± SD).
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of H–O–H), 1157 (vibrations of the asymmetric stretch of the C–O–C)
and 1023 cm−1 (symmetric stretching link C–O–C) (Wang, Luo, & Xiao,
2014) (Fig. 2). The FTIR spectra of HNT and βCD inclusion complexes
showed the same characteristic peaks of EOs, HNT and βCD, although
their wavenumbers were slightly shifted and their intensities varied
(Fig. 2), as earlier reported (Marques et al., 2019).
EOs release from active packages may be observed from Fig. 3
where EOs content of active packages during product storage is shown.
Initial EOs content (based on carvacrol, the main component within the
EOs mix) of active packages ranged from 28 to 31 mg m−2. After 6 days
at 8 °C, EOs content of active packages was reduced to 10.2 and
15.7–18.7 mg m−2 for βCD−EOs, βCD/HNT−EOs and HNT−EOs,
without significant differences (p > 0.05) among the last two treat-
ments. The lower EOs content from the βCD−EOs packaging treatment
after 6 days at 8 °C may be owed to a higher EOs release from this
complex compared to HNT complexes as previously found (Cetin
Babaoglu, Bayrak, Ozdemir, & Ozgun, 2017; Jang et al., 2017). The
latter finding is corroborated by TGA curves where a lower EOs en-
trapment within HNT was observed compared to βCD according to
literature (Lee, Seo, & Park, 2017; Marreto et al., 2008). Nevertheless,
HNT−EOs showed the lowest EOs content after the 6 days + commer-
cialization period, while βCD/HNT−EOs had higher EOs content than
βCD−EOs as observed for the previous the 6 days period. This lower
EOs content of HNT−EOs may be owed to an enhanced release from
the HNT at such higher storage temperature. This behaviour was not
observed in the βCD/HNT−EOs samples probably to a better EOs re-
tention by βCD at such higher temperature.
3.2. Physicochemical quality
The initial SSC, pH and TA of tomatoes were 4.8 °Brix, 4.16 and
0.431%, respectively (Table 1). SSC was not significantly affected
(p > 0.05) by packaging treatment, storage time, or their interaction,
ranging from 4.5 to 5 °Brix during the studied storage periods. Simi-
larly, active packaging (using a polylactic acid coating on cardboard
trays) did not highly change the SSC of cherry tomatoes (SSC changes
<0.3 °Brix) during storage at 20 °C (55% RH) (García-García et al.,
2013). pH was increased by 0.13–0.14 units after 6 days at 8 °C re-
maining unchanged (p > 0.05) in the subsequent 5 days of the com-
mercialization period. Packaging treatment factor did not significantly
(p > 0.05) affect the pH of samples, neither the interaction packaging
treatment × storage time. Similar to pH, TA was only affected by the
storage time factor, being either packaging treatment or packaging
treatment × storage time factors not significant (p > 0.05) for TA va-
lues (Table 1). In that sense, TA of samples increased by 0.03–0.07 TA
units after the 6 days + commercialization period, while it remained
unchanged (p > 0.05) after the 6−day storage at 8 °C. A similar TA
increment was previously reported after 6 days at room temperature in
tomatoes (Tigist, Workneh, & Woldetsadik, 2013). Organic acid bio-
synthesis is expected during product ripening but such biosynthesis
decreased at low storage temperatures due to the reduced respiration
rate (Castro, Vigneault, Charles, & Cortez, 2003). Tomato flavour and
sweetness are known to be highly correlated with SSC (Pearson corre-
lation: 0.61 and 0.65, respectively), while acidity is mainly defined by
TA (0.56) and SSC (0.41) (Bisogni, Armbruster, & Brecht, 1976). In that
sense, the use of these active packages would not negatively affect the
sensory quality of tomatoes (see sensory section) since the physico-
chemical quality of samples during the studied storage periods was not
negatively affected.
3.3. Firmness and weight loss
Tomatoes showed an initial firmness of 19.5 N (Table 1). Firmness
of tomatoes stored within HNT and βCD−EOs boxes remained un-
changed (p > 0.05) after 6 days at 8 °C while the rest of treatments
registered similar firmness reductions of 4–6 N. HNT has been proposed
as a green ethylene scavenger alternative to conventional
KMnO4−based ethylene scavengers to extend the shelf life of horti-
cultural products (Tas et al., 2017). In that sense, the unchanged
firmness from HNT samples may be owed to a reduction of firmness loss
occurred during product ripening. On the other side, EOs have been
reported to induce an activity reduction of firmness−degradative en-
zymes, and consequently better firmness and preservation of plant cell
structures of horticultural products (Botelho, Rocha, Braga, Silva, & de
Abreu, 2016; Sarikurkcu, Uren, Kocak, Cengiz, & Tepe, 2016). The
better firmness preservation with the βCD−EOs treatment may be
owed to a higher EOs release after 6 days, compared to HNT−EOs and
βCD/HNT−EOs treatments according to EOs contents from packages
(see section 3.1). Nevertheless, a higher storage temperature (i.e.
commercialization periods) may lead to an enhanced activity of the
firmness−degradative enzymes, which is not able to be counter-
balanced by the mentioned HNT and βCD−EOs packaging treatments.
Water loss from samples was very low after the 6 days + commer-
cialization period with values of 2–2.5%, without significant differences
among samples (data not shown). On the other side, the 6−day storage
at 8 °C did not induce a significant (p > 0.05) water loss. The major
Table 1
Physicochemical quality (soluble solid content, SSC; pH and titratable acidity, TA) and firmness of fresh tomatoes non−packaged (CTRL) or packaged under different
active packaging after 6 days at 8 °C with a supplementary commercialization period (COM) for 5 days at 25 °C (n = 3 ± SD).
Storage days Packaging treatment SSC (°Brix) pH TA (% citric acid) Firmness (N)
0 - 4.8 ± 0.4 4.16 ± 0.03 0.431 ± 0.032 19.5 ± 2.2
6 CTRL 4.8 ± 0.3 4.27 ± 0.11 0.427 ± 0.024 15.8 ± 0.4
HNT 5.0 ± 0.2 4.23 ± 0.01 0.417 ± 0.017 17.9 ± 0.8
HNT−EOs 4,5 ± 0.2 4.31 ± 0.05 0.417 ± 0.010 13.1 ± 1.6
βCD−EOs 5.0 ± 0.3 4.25 ± 0.07 0.428 ± 0.042 19.0 ± 1.0
βCD/HNT−EOs 4.8 ± 0.4 4.22 ± 0.04 0.417 ± 0.028 12.9 ± 1.2
6 + COM CTRL 4.2 ± 0.3 4.21 ± 0.02 0.486 ± 0.049 11.4 ± 0.4
HNT 5.0 ± 0.2 4.23 ± 0.01 0.473 ± 0.023 12.9 ± 1.1
HNT−EOs 5.0 ± 0.1 4.29 ± 0.03 0.457 ± 0.027 14.1 ± 1.0
βCD−EOs 4.5 ± 0.7 4.18 ± 0.10 0.501 ± 0.033 12.9 ± 1.2
βCD/HNT−EOs 4.8 ± 0.4 4.19 ± 0.06 0.462 ± 0.010 13.6 ± 0.9
Packaging treatment (A) ns ns ns ns
Storage time (B) ns 0.04‡ 0.022‡ 1.00‡
A × B ns ns ns ns
Ns: not significant (p > 0.05); *, ‡ significance for P ≤ 0.05, and 0.001, respectively.
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function of plant cuticle is known to be the limitation of transpirational
water loss from the primary surface of plant products. Cuticle inter-
facial properties are more linked to the chemical composition and/or
the spatial arrangement/assembly of its components than the cuticle
thickness or wax coverage (Leide, Hildebrandt, Reussing, Riederer, &
Vogg, 2007). In that sense, the different cuticle nature from each to-
mato variety highly influences the observed different weight losses of
diverse tomato varieties during storage. Nevertheless, water losses from
different tomato varieties were lower than 2% after 7 days at 10 °C
(Guillén et al., 2006).
3.4. Colour
Tomatoes showed initial L*, a* and b* values of 44.8, 15.3 and 24.2,
respectively (Table 2). Luminosity (L*) was reduced during tomato
storage while redness (a*) was augmented during storage periods due
to product ripening as usually occurs during tomato storage (Opara
et al., 2012). Meanwhile, yellowness (b*) increased after 6 days at 8 °C
followed by a decrease after the commercialization period as previously
observed (López-Camelo and Gómez, 2004). Such b* behaviour in to-
matoes has been correlated to their ζ−carotene content (responsible of
the tomato pale−yellow colour) that was maximum before full ri-
pening, where lycopene (red colour) and β−carotene (orange colour)
reached maximum concentrations (Fraser, Truesdale, Bird, Schuch, &
Bramley, 1994; López-Camelo and Gómez, 2004).
Tomato colour is the main purchase−decision factor as stated by
80% of the consumers from a consumer study on tomato preferences
(Serrano-Megías and López-Nicolás, 2006). Nevertheless, the correla-
tion of CIELab colour components (L*, a* and b*) with sensory colour
data is better conducted using a unique colour index that must be
carefully selected for each specific horticultural product (Pathare et al.,
2013). In that sense, the tomato colour index (Eq. (1)) has been re-
ported to better describe colour changes during tomato ripening. To-
matoes showed a colour index change of 3–5 units after 6 days at 8 °C
while this colour index was enhanced by 9–11 units in the subsequent
commercialization period, without significant (p > 0.05) differences
among treatments. The higher colour changes during the commercia-
lization period compared to the 8 °C−storage were expected due to the
temperature−related faster ripening process of horticultural products.
However, packaging treatment and packaging treatment × storage time
factors were not significant (p > 0.05) for the colour index. Never-
theless, packaging treatments including HNT within complexes
(HNT−EOs and βCD/HNT−EOs) showed a better colour preservation
trend corresponding with the lowest colour index values after the
commercialization period (Table 2). The latter trend could be explained
by the antioxidant properties of EOs against lycopene degradation
(Avila−Sosa et al., 2010; Burt, 2004). Furthermore, the ethylene en-
trapment activity of HNT delays product ripening with the consequent
better colour preservation (Tas et al., 2017; Tzortzakis et al., 2011).
Nevertheless, the benefits from ethylene entrapment of HNT on the
tomato colour need to be further investigated during longer storage
periods in order to observe significant colour changes among packaging
treatments.
3.5. Decay incidence
Decay incidence of tomatoes was lower than 2% after the 6 day-
s−storage at 8 °C (data not shown). The higher storage temperature
during commercialization led to decay incidences of 9.3, 5.7 and 2.5%
for CTRL, βCD/HNT−EOs and HNT−EOs samples, respectively
(Fig. 4). Nevertheless, tomatoes stored under HNT and βCD−EOs
treatments did not show a significant decay incidence after the
Table 2
Colour analyses of fresh tomatoes non−packaged (CTRL) or packaged under different active packaging after 6 days at 8 °C with a supplementary commercialization
period (COM) for 5 days at 25 °C (n = 3 ± SD).
Storage days Packaging treatment L* a* b* Colour index
0 - 44.8 ± 1.3 15.3 ± 0.8 24.2 ± 1.3 23.9 ± 1.2
6 CTRL 40.0 ± 0.6 21.9 ± 1.2 30.6 ± 1.8 29.1 ± 2.2
HNT 41.8 ± 1.4 23.8 ± 1.6 31.2 ± 2.9 29.1 ± 2.8
HNT−EOs 43.0 ± 1.2 24.2 ± 1.7 34.4 ± 1.5 26.8 ± 1.3
βCD−EOs 43.9 ± 1.1 22.6 ± 1.0 31.2 ± 1.3 26.8 ± 1.0
βCD/HNT−EOs 43.5 ± 0.6 25.6 ± 2.8 34.0 ± 0.3 27.7 ± 2.4
6 + COM CTRL 40.4 ± 0.8 28.1 ± 0.3 25.4 ± 0.5 37.8 ± 1.0
HNT 39.7 ± 0.5 28.1 ± 1.3 24.5 ± 1.2 38.0 ± 0.7
HNT−EOs 39.9 ± 0.4 27.0 ± 0.4 24.8 ± 0.6 36.9 ± 0.7
βCD−EOs 39.7 ± 0.8 28.2 ± 0.1 24.7 ± 0.9 37.9 ± 1.2
βCD/HNT−EOs 40.7 ± 0.3 28.8 ± 0.1 26.0 ± 0.3 36.4 ± 0.5
Packaging treatment (A) ns ns ns ns
Storage time (B) 0.68‡ 0.81‡ 1.09‡ 1.00‡
A × B 0.77‡ ns ns ns
Ns: not significant (p > 0.05); ‡ significance for P ≤ 0.001.
Fig. 4. Decay incidence of fresh tomatoes non−packaged (CTRL) or packaged
under different active packaging after 6 days at 8 °C + commercialization
period (5 days at 25 °C) and an abusive commercialization period of 12 days at
25 °C (total: 6 days/8 °C+12 days/25 °C) (n = 3 ± SD). Different letters denote
significant (p < 0.05) differences among packaging treatments for the same
sampling time. ns, not significant changes.
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commercialization period. The ethylene entrapment capacity of empty
HNT (contrary to HNT filled with EOs for the HNT−EOs and βCD/
HNT−EOs treatments) was hereby reflected in the HNT treatment ac-
cording to its lower decay incidence since ethylene−related senescence
is delayed. On the other side, the low decay incidence of βCD−EOs
samples may be explained by the higher EOs release from this complex
compared to HNT complexes as previously commented. Decay in-
cidence of samples was also observed after an extra 7−days period at
25 °C (total storage: 6 days at 8 °C+12 days at 25 °C), although to-
matoes were sensorially overripe. After this additional period, decay
incidences of HNT and βCD−EOs samples were lower than 5% while
decay of the rest of samples ascended to 9.3–15%. The lower decay
incidences from βCD−EOs and HNT samples are in accord to the higher
firmness of these samples after 6 days at 8 °C. A strong inverse re-
lationship between tomato firmness and decay incidence has been
previously reported owed to cell wall structure changes or the acces-
sibility limitation of pathogen cell wall−degradative enzymes to cell
wall substrates (Wei et al., 2018). In that sense, Botrytis cinerea infection
was highly limited in tomatoes when softening−related genes were
suppressed (Wei et al., 2018) (see Fig. 5).
3.6. Microbial quality
Tomatoes showed initial mesophilic, psychrotrophic, en-
terobacteria, yeast and mould loads of 3.9, 4.2, 3.4, 2.1 and 2.8 log CFU
g−1, respectively (Table 3). Packaging treatment factor and the inter-
action packaging treatment × storage time were not significant
(p > 0.05) for psychrotrophic, enterobacteria, yeast and mould loads.
The lower in vivo antimicrobial effect of EOs compared to in vitro studies
has been previously reviewed (Burt, 2004). It has been hypothesised
that different factors such as EOs evaporation, light and/or oxyge-
n−induced decomposition, reactions with food compounds, etc. are
responsible for the lower in vivo EOs−antimicrobial activity (Burt,
2004). Furthermore, biofilm development on the product surface may
explain a higher microbial resistance to EOs in in vivo studies (Castro-
Ibáñez, Gil, & Allende, 2017). Yeast and moulds loads were below 2.5
log units during the studied storage periods without high differences
among samples. CTRL samples showed the highest mesophilic increases
after 6 days at 8 °C with 1.2 log units while HNT showed the lowest
loads after this storage period. Similarly, blueberries stored for 7 days at
2 or 10 °C showed lower microbial loads when an ethylene scavenger
was used to delay product ripening (Álvarez-Hernández et al., 2019).
The latter finding may be explained by the better preservation of cell
structures, due to the delayed ripening process, which also minimised
the leakage of plant cell nutrients that are necessary for the microbial
growth.
3.7. Sensory analyses
The sensory acceptability of tomatoes is mainly influenced by fla-
vour (Pearson correlation: 0.697) followed by sweetness (0.418) and
hardness (0.398) (Serrano-Megías and López-Nicolás, 2006). Sensory
quality was not affected by the packaging treatments, with some ex-
ceptions (discussed in the following lines), ranging sensory parameter
scores of samples between 8−9 and 6−8 after 6 days at 8 °C and the
commercialization period, respectively. Particularly, CTRL samples
showed the highest flavour after the commercialization period since the
panel test preferred the flavour of these more ripened samples com-
pared to samples under the active packaging. Furthermore, HNT sam-
ples showed the lowest firmness scores after the commercialization
period, which is in accord with the lowest firmness of these samples
observed in Section 3.3. No EOs−related off−flavours and off−odours
were detected on samples during the storage periods. This finding may
be explained by the low EOs residues registered in the tomato samples
(<1 μg g−1, data not shown). Conclusively, active packaging of sam-
ples did not affect the sensory quality of samples, which is in accord
with physicochemical quality data.
4. Conclusions
Tomatoes packaged within active boxes coated with the single
βCD−EOs inclusion complex showed the lowest decay incidences and
better firmness retention compared to HNT−EOs or βCD/HNT−EOs.
Antimicrobial active cardboard boxes coated with the βCD−EOs in-
clusion complex better controlled decay incidence of fresh tomato
quality during 6 days at 8 °C and the subsequent commercialization
period of 5 days at 25 °C. This active βCD−EOs inclusion complex could
be also incorporated within films used for modified atmosphere
packaging of fresh−cut fruit and vegetables with the consequent ex-
tension of product shelf life. The multifunctional character of the an-
timicrobial active package including the βCD/HNT−EOs inclusion
complex needs to be further investigated during longer refrigerated
Fig. 5. Sensory quality of fresh tomatoes non−packaged (CTRL) or packaged under different active packaging after 6 days at 8 °C with a supplementary com-
mercialization period for 5 days at 25 °C (n = 3 ± SD).
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storage periods, such as those corresponding to transatlantic maritime
transport of horticultural products (20−30 days). In that sense, the
benefit from the ethylene scavenging using HNT could be better ob-
served during product quality progress throughout such long storage
periods. Finally, a dynamic multifunctional inclusion complex could be
even considered by (1) EOs release from the inclusion complex followed
by (2) ethylene adsorption within the emptied host sites.
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6. CONCLUSIONES
1. Se ha validado, a escala de planta piloto y a nivel industrial, el prototipo de envase
activo de cartón desarrollado, con carácter antimicrobiano, que incluye agentes
antimicrobianos encapsulados para el envasado de tomates y pimientos frescos, para
así aumentar la calidad, seguridad alimentaria y vida útil de estos productos.
2. Este envase de cartón con carácter activo, que incorpora AEs encapsulados en su
matriz, es una solución tecnológica que prolonga la vida útil de tomates y pimientos
frescos envasados a granel, ya que no solo consigue retrasar la proliferación de
microorganismos sobre la superficie del fruto, sino que aumenta también la seguridad
alimentaria microbiana de tomates y pimientos frescos.
3. El uso de este tipo de envase activo antimicrobiano de cartón podría extenderse a
otras frutas y verduras frescas enteras. Además, el complejo de inclusión podría
incluirse en la matriz de los materiales utilizados para la fabricación de envases
destinados a la alimentación ejerciendo su acción antimicrobiana durante la
conservación del producto.
4. Mediante estudios microbiológicos, fisicoquímicos (sólidos solubles, pH y acidez
titulable), análisis sensorial, de color, pérdida de peso, firmeza e incidencia de frutos
podridos, se podría concluir que el uso del envase activo antimicrobiano de cartón,
validado en esta Tesis, para la conservación de productos hortícolas, mejora la
firmeza siendo este parámetro indicativo del deterioro del fruto, e inhibe el desarrollo
de microorganismos alterantes y, por tanto, se consigue un aumento de la
conservación en las condiciones adecuadas de temperatura y humedad relativa.
5. El uso de películas de PLA macroperforadas para el envasado en flow-pack, utilizado
en los capítulos III y IV, evitó la deshidratación de los frutos durante todo el período
de almacenamiento a 8 ºC y 90% de humedad relativa.
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6. Tras el estudio realizado sobre la cinética de liberación de vapores, mediante
cromatografía de gases, de las combinaciones de AEs seleccionadas, se demuestra
que no existen residuos apreciables de los mismos sobre el fruto, ya que se
presentan siempre por debajo de 1 ppm. Se puede concluir que los AEs
nanoencapsulados aplicados en el recubrimiento de los envases activos de cartón
no migran al fruto en cantidades apreciables organolépticamente durante su período
de almacenamiento.
7. El uso de un envase activo de cartón que incluye nanotubos de HNT vacíos en
combinación con las β-CDs cargadas con AEs dio lugar a un bajo porcentaje de
incidencia de frutos podridos conservados a 8 ºC y un 90 % de HR, con respecto a
los tomates conservados en envases con los agentes de encapsulación aplicados
por separado. Así, se puede concluir que si a la capacidad antimicrobiana de los AEs
encapsulados en CDs, se le suma la capacidad de adsorción de etileno por parte de
los HNT vacíos, el desarrollo de la podredumbre del fruto puede ser baja, y por tanto
garantizarse una mayor calidad del producto.
